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Bd. 280 (1944) 


und Glykogengehalt des Hirns 
epinephrektomierter Ratten*) 
| Von 
Endre Sass-Kortsik 
(Aus dem Physiolcgischen Institut der Péter-P&zm4ny-Uniyersitat Budapest) 
‘ (Der Schriftleitung zugegangen am 2 Miirz 1948) _ | : 
Nach den Forschungen Brittons und ».*‘arbeitern (1) besteht die 
physiologische Hauptfunktion der Nebennierenrinde in der Regulierung 


des. Kohlenhydratstoffwechsels. Diese: SchluBfolgerung stiitzt sich auf 
mehrere experimentelle Beweise (2,3, 4, 5, 6). Andere Beobachtungen 


lassen unzweifelhaft darauf séhlieBen, daB die Funktion des Nerven- 


systems bei Nebenniereninsuffizienz, gleichviel ob diese durch Krank- 
heit oder experimentelle Entfernung,der Nebenniere bewirkt ist, eine 


-schwere Stérung erfahrt (7, 8, 9, 10, 11). Der Umstand, da8B der Kohlen- 


hydratstoffwechsel bei Nebennierensuffizienz fraglos gestért und gleich- 
zeitig die krankhafte Verinderung der physiologischen Wirkung des 
zentralen Nervensystems zu beobachten ist, laBt natirlich die Frage 
auftauchen, ob bei Nebenniereninsuffizienz irgendeine Veranderung _ 
im Kohlenhydratstoffwechsel der Nervenzellen nachweisbar ist. Zu 
dieser Frage fand ich im Schrifttum zwei Angaben. Nach der Beob- 
achtung S. R. Tiptons (12) ist der, nach Warburg bestimmte, O,-Ver- 
brauch des Hirns nebennierenloser Tiere etwas vermindert, wobei 
diese Differenz im Vergleich mit dem Normalen nicht signifikant ist. 
Diese Versuche kénnen indessen wegen ihrer geringen Anzahl nicht 


als entscheidend betrachtet werden. Crismon und Field (13) fanden 


bei Gegenwart von 0,1°% Glucose keinerlei Unterschied im O,-Ver- 
brauch des Hirns epinephrektomierter Ratten gegentiber dem Normalen. 
_ Vorliegende Arbeit bespricht Versuche zur Klarstellung des Kinflusses 
der Nebenniereninsuffizienz auf den Kohlenhydratstoffwechsel des Hirns. 
l. Ich bestimmte die Methylenblauentfarbungsgeschwindigkeit 

des Hirns normaler hungernder, und an Nebenniereninsuffizienz leiden- 


. der hungernder Tiere bei und ohne Gegenwart von Glucose. 


2. In anderen Versuchen verglich ich den Hirnglycogengehalt an 


Nebenniereninsuffizienz leidender Ratten mit dem‘ nor-— 


maler hungernder Tiere. 


‘ *) Die Ergebnisse vorliegender Arbeit wurden auszugsweise in der Ver- 


-sammlung der Ungarischen Physiologischen Gesellschaft bekannt- 


gegeben, die vom 3,—6. IX. 1942 in Kolozsv4r stattgefunden hat. Die Un- 
kosten dieser Forschung wurden aus den Mitteln gedeckt, die der Naturwissen- 
schaftliche Forschungssenat Herrn Prof. Dr. Aladér Bezn&k zur 
Verfiigung stellte. Dafiir und fir die bei der Abfassung der Arbeit freundlichst 

gewahrte Beihilfe danke ich Herrn Prof. Bezn&k verbindlichst. 
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130 _» Endre Sass-Korts4k, ' Bd. 280 (1944). 


Methoden: Ich verwandte nur mannliche, weiBe Ratten von 120—200 g. 
Die Tiere wurden vor Beginn der Versuche mindestens 1 Woche lang bei der in 
unserem Institute iiblichen Grunddiat (14) gehalten. Die Epinephrektomie erfolgte 
von hinten in Athernarkose. Gleichzeitig mit der Nebennierenentfernung wurde 
je an einem gleichschweren Tiere eine Scheinoperation vorgenommen. Bei jedem 
' | ersuche wurde zu gleicher Zeit je ein epinephrektomiertes Tier und ein Kon- 
| trolltier aufgearbeitet. Sowohl die nebennierenlosen wie die scheinoperierten 
Tiere hungerten seit dem Eingriffe, erhielten jedoch Leitungswasser nach Be- 
lieben. Das Hungern ist wichtig, denn nach Epinephrektomie verschlechtert 
sich der Appetit, auBerdem ist die Resorption aus dem Darm gestort (15). Die 
Tiere wurden erst dann aufgearbeitet, als ich an den epinephrektomierten Ratten 
_ 4—8 Tage nach der Operation objektive Symptome der Insuffizienz: Adynamie, | 
Durchfall, Gewichtsabnahme beobachtete. Zur gleichen Zeit war die Kontrollratte 
—abgesehen von derdurch Hungern bewirkten Gewichtsabnahme— vdllig normal. 
Die Thunberg-Versuche nahm ich in dem von Szent-Gy6érgyi (16, 17) 
empfohlenen Zehn-Réhrengerat vor. In diesem wurde gleichzeitig das Hirn je 
eines nebennierenlosen und entsprechenden Kontrolltieres aufgearbeitet. Die 
Ratten wurden durch Genickschlag gleichzeitig getétet. Nach dem Abschneiden 
des Kopfes nahm ich das ganze GroBhirn heraus, spritzte es mit 5 cem Rekord- — 
spritze ohne Nadel in ein Reagenzglas und wog es ab. Ich verdiinnte es mit auf © 
fH 7,3 eingestellter Ringer-Lésung — die in M/50-Konzentration Phosphat- 
puffer enthielt — im Verhaltnis 1 : 10 und schiittelte grindlich durch. Jedes Rohr 
wurde mit 2ccm Hirnsuspension beschickt. In 5 Réhren des Zehn-Roéhren- 
gerates befand sich die Hirnsuspension eines epinephrektomierten und in 5 Réhren 
die eines entsprechenden Kontrolltieres. Im oberen kleinen Zulaufréhrchen _ 
brachte ich den Akzeptor (0,1 ccm 8 pro mille Methylenblau ,,Gribler“-Lésung) 
und das Substrat (0,l.ecm 6%iger Glucoselésung) unter. Sodann wurden die 
_ Réhren auf dem Kopfteil angebracht und das Gerat auf 10mm Hg evakuiert. . 
_ Das verschlossene Gerat wurde in ein Wasserbad von 38 -+- 0,19 C gesetzt. 
Nach Vorwairmen wihrend 2 Minutén vermischte ich die Hirnsuspension mit 
dem Akzeptor und dem Substrat und maB bei stindigem Schiitteln die Zeit der 
volistandigen Entfarbung. Am Ende des Versuchs iiberpriifte ich das Vakuum ~ 
und fand es unverandert. | gis 
_ Bei einzelnen Versuchen entblutete sich véllig das Hirn vor Be- 
stimmung der Dehydrierung. Das Hirn wurde wie folgt durchgespilt: 
Der Brustkorb wurde in Urethannarkose geéffnet, in das Herz mittels Schere — 
eingeschnitten und durch die linke Kammer hindurch eine Kaniile in die Aorta 
eingefiihrt. Die Aorta desc. wurde abgebunden. In die Vena cava cranialis 
»- wurde gleichfalls eine Kaniile eingebunden. Durch die in der Aorta unterge- 
brachte Kaniile hindurch lieB ich aus sog. Idealbirette, also unter gleichbleiben- 
dem Druck Ringerlésung von Zimmertemperatur durch das Hirn solange stré- 
men, bis aus der in die Vena cava eingebundenen Kaniile reine, blutfreie Ringer- 
lésung tropfte. Der Durchstrémungsdruck betrug 60mm Hg, was dem mittleren 
Drucke in der Rattenaorta entspricht. Um aus der Vena cava cranialis reine 
‘Ringerlésung zuriickzugewinnen. war das Durchstrémenlassen von 15—50 com 
Ringerlésung erforderlich. Nachher wandte ich die im Vorhergehenden be- 
schriebene Methodik an. 
Die Kontrolltiere hatten das gleiche Gewicht und erhielten natiirlich die 
gleiche Kost. Auch diese Ratten tétete ich gleichzeitig mit den durchstrémte 
in Urethannarkose durch Eréffnung des Brustkorbes. 7 : 
SchlieBlich bestimmte ich bei einer dritten Rattenpaargruppe den, Hirn- 
| »glycogengehalt. Auch diese Bestimmungen nahm ieh an-den seit der Opera- 
| tion hungernden nebennierenlosen bzw. den entsprechenden Kontrolltieren beim 
L Auftreten der schweren Insuffizienzsymptome vor. Hirnglycogenbestimmungen 
nach der Methode Kerrs (18). Von der Erwaigung ausgehend, daB — wie bei der . 
: . Leber — méglicherweise auch im Falle des Hirns Tagesschwankungen in der Gly- 
cogenkonzentration bestehen, tétete ich die Tiere stets zwischen 15 und 17 Uhr. 


‘ 
3 
| 
, 
: 


280 (1944) Dehydrierungsvermogen und usw. 131 


Versuchsergebnisse 


In 14 Versuchen maB ich die der 
Hirnsuspension von 14 epinephrektomierten hungernden Ratten und 
14 hungernden Kontrolltieren bei Gegenwart von 0,015 M Glucose. 


Letztere wahlte ich deshalb, weil Blutglucose eine der wichtigsten 


Energiequellen des Hirngewebes ist. 


Die Entfarbungszeit der epinephrektomierten Tiere war in den: 
14 Experimenten durchschnittlich 9,5 + 1,4’, die der Kontrollen — 


9,5 + 1,6 Minuten. Also das Gehirn des nebennietenioaeh Tieres ent- 
farbt Methylenblau in Gegenwart von Glucose ebenso schnell wie das 


des Kontrolltieres. 
Daraus ergibt sich, daB die Funktion des bei der Glucose: 


verbrennung eine Rolle spielenden dehydrierenden En- 


zymsystems von Nebennierenrindenhormonmangel nicht. 


oder lediglich in sehr geringem MaBe beeinflu8t wird. 
Meine Versuchsergebnisse befinden sich demnach in Einklang mit 
den experimentellen Ergebnissen Crismon und Fields, die bei einer 
Glucosekonzentration von 0,1% im Hirn epinephrektomierter Tiere 
zwar nicht die Methylenblauentfarbungszeit, sondern den isBbaabioe ti 


unverandert fanden. 


II. In einer anderen Versuchsreihe bestimmte ich das Methylen- | 


blauentférbungsvermégen des Hirnbreis normaler hungernder und 
nebennierenloser hungernder Ratten ohne Substratzusatz. 
Die zehn Thunberg-Réhren wurden laut Tab. I verwandt. - 


Tab. 1 zeigt die Ergebnisse eines charakteristischen Versuchs. In 


den Réhren, in denen dem Hirn Glucose zugesetzt war, erfolgte die 


Entfarbung — wie in der vorhergehenden Versuchsreihe — gewisser- _ 


Tabelle I 
Rdh-| Inden Ins Zulaufréhrchen 
ren | Réhren gelangte Entfarbungszeit 
_Entfarbungszeit 
Nr. |  gelangte | Acceptor | Substrat 
6%ige 5 30 5’30” 
Kein | 14’30”’ 13’30”’ 
5. E = : 1 
9. > é 03°46 23’30"’ 
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maBen auf einmal, gleichviel ob das Tier epinephrektomiert war, oder — 
nicht. Wo aber kein Substrat zugesetzt war, entfarbte das Hirn der 
nebennierenlosen sinesone im Laufe erheblich langerer Zeit als das der 
Kontrolle. | 
Ich stellte 11 Versuche an, die dem obigen Versuch gleiche Er. 
gebnisse hatten. Wo Glucose zugesetzt war, wurde konform den Er- 
gebnissen der ersten Versuchsreihe zwischen Kontroll- und nebennieren- 
losen Tiere eine signifikante Abweichung nicht erhalten: 9,1 + 17, 
bzw. 8,8 + 2,0 Minuten. Signifikante Differenz: 0,32. | 
War Glucose nicht zugefiigt, dann zeigten die gleichen Hirne 
je nachdem, ob sie von nebenniereninsuffizienten oder einem Kontroll- 
tiere stammten, eine ausgepragte Abweichung. Auch die Entfarbungs- 


zeit der Kontrollhirne wurde linger, die der Hirne epinephrektomiertec 
Ratten aber noch erheblich mehr. ZahlenmaBig betragt sie fir Kontroll- 


tierhirne durchschnittlich 20,2 + 4,4 Min., fiir nebennnierenlose Ratten 
34,9 + 9,4 Min., der Unterschied zwischen: den beiden also 14,7 Min. 
und die dazugehérige signifikante Differenz ist 4,8 was auf eine sichere — 
reelle Abweichung hinweist. 

III. Eine der Ursachen des Umstandes, daB das Hirn epineph- 
rektomierter Ratten nach Glucosezusatz ebenso schnell dehydriert 
wie das normaler Tiere, ohne Glucose dagegen wesentlich langsamer, 
mag sein, das der Glucosespiegel im Blute nebennierenloser Tiere 


niedriger ist als in dem normaler Ratten. 


Spielt die auf Epinephrektomie hin erfolgende Bictenkerloamin. 
sarang eine Rolle, dann wird sich die Suspension eines normalen Hirns, 
aus dem das Blut im lebenden Tiere durch die Carotiden hindurch aus- 
gewaschen wurde, genau so verhalten wie die aus dem Hirn eines 
epinephrektomierten Tieres bereitete Suspension. Ich verglich in 7 Ver- 
suchen die Dehydrierungsgeschwindigkeit eines solchen normalen 
durchspiilten und normalen nicht durchspiilten Hirns. 

Wurde der Hirnsuspension Glucose zugefiihrt (0,015 M.), dann 
betrug der” Durchschnitt der Entfarbungszeiten beim durchspiilten 
Hirn 10,7 + 1,7 Min., bei der Kontrolle 11,5-+ 1,4 Min. Der Unter- 
schied der beiden Durchschnitte ist 0,8 Min., die signifikante Differenz: 
0,98. Wurde Glucose nicht zugesetzt, also das spontane Entfarbungs- 
vermégen gemessen, dann war der Durchschnitt der Entfarbungszeiten 
beim durchspiiltem Hirn 24,6 + 3,8Min., bei der Kontrolle 26,6 at 2 Min. 
Unterschied 2,0 Min. signifikante Differenz 0,93. 

Wie deutlich zu ersehen ist, beeinfluBte die Durchspiilung — 
gleichiviel ob der Suspension Glucose zugesetzt war oder nicht — das 
Methylenblauentfairbungsvermégen iiberhaupt nicht. - 

IV. Eine andere Moglichkeit fiir die Erklarung des Umstandes, 
daB das Hirn hungernder epinephrektomierter Ratten ohne Glucose- 
zusatz langsamer dehydriert als das normale Hirn, liegt vielleicht im 
geringeren Hirnglycogengehalt des nebennierenlosen Tieres. 

Zwecks anenenne dieser Frage bestimmte ich den Himelycogen- 
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gehalt yon 11 epinephrektomierten und 10 entsprechenden Kontroll- 


ratten. Die erhaltenen Werte sind auf Fig. 1 wiedergegeben. i 
Da der Hirnglycogengehalt der normalen hungernden Ratte gleich 
groB dem der nebennierenlosen hungernden Ratte ist, das Hirn der 
letzteren aber ohne Glucosezusatz langsamer dehydriert als das des a 
40 


ob 
8.3 —k— 9.92 


Fig. 1, Die Abszisse gibt die Hirnglycogenwerte in mg% whaler. 
Auf der Ordinate sind dreierlei Tiergruppen angefiihrt: 1. Essende 
Kontrollitiere. 2. Hungernde epinephrektonierte. 3. Hungernde Kon- 
trollratten. Die groBen wei8en Kreise zeigen den Mittelwert des Hirn- 
glycogengehalts der einzelnen Gruppen, die schwarzcn Punktc dic 
Streuung und die tiber und unter die Mittelwerte gezogenen horizon- 

_ talen Linien die mittlere Abweichung (+ 1p). 


normalen Tieres, so kann die Ursache des Unterschiedes 


im Dehydrierungsvermégen nicht der getingere Gehalt des Hirns an. 
Glycogen sein. 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Hinsichtlich der Wirkung der Nebenniereninsuffizienz auf den 
Kohlenhydratstoffwechsel des Hirns ging aus meinen Versuchen folgen- 
des hervor: Ohne Glucosezusatz dehydriert das Hirn der hungernden 
epinephrektomierten Ratte langsamer als das des normalen Tieres.. Diese 
langsame Dehydrierung ist nicht Folge des mit Epinephrektomie gleich- — 
zeitigen Hungerns, sondern die spezifische Wirkung der Epinephrek- 
tomie. Die Verminderung des Dehydrierungsvermégens kann nicht 
eine Folge davon sein, daB die Glucose bzw. ihre Abbauprodukte’de- — 
hydrierenden Enzymsysteme der Hirnzellen zufolge Epinephrektomie 
langsamer funktionieren, denn nach Glucosezusatz vermag das neben- 
nierenlose Hirn genau so gut zu dehydrieren wie das normale. Aus meinen 
| sors ging auch deutlich hervor, da Ursache der Dehydrierungs- 
verlangsamung weder die im Hirn vorhandene patna noch sein 
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Da im hungernden nebennierenlosen Rattenhirn. ebensoviel Gly- 
kogen enthalten ist wie in dem des normalen hungernden Tieres und 
bei meinen, Versuchen in beiden Fallen ein im Hirn vorhandener Blut- 
glucosegehalt nicht in Betracht kommt, da weiterhin die Dehydrierungs- 
zeiten nebennierenlosen bzw. normalen Hirnes nach Glucosezusatz 
gleich sind, wogegen das Hirnn des epinephrektomierten hungernden - 
Tieres ohne Glucosezusatz langsamer dehydriert als das der normalen: 
hungernden Ratte, so nehme ich an, daB das’Hirn des normalen hun- | 
gernden Tieres irgendein Substrat enthalt, das nicht Glucose und nicht 
Glykogen ist, das von diesem Hirn dehydriert wird und zufolge Epi- 


nephrektomie i im .Rattenhirn fehlt. 


Zusammenfassung 


1. Das Hirn der epinephrektomierten hungernden Ratte entfarbt 
ohne Substratzusatz Methylenblau erheblich langsamer als das Him 
des normalen hungernden Tieres. | 

2. Auf Glucosezusatz hin nimmt die ‘Methylenblauentfarbungs- 
geschwindigkeit des Hirnbreis sowohl des nebennierenlosen hungernden 
wie der normalen hungernden Ratte stark zu. Die Entfirbungszeit 
sinkt bei epinephrektomierten bzw. normalen Tieren auf den gleichen 
Wert ab. | 

3. Die Entblutung des Hirns normaler. Ratten mittels Durch- 
spiilung mit Ringerlésung beeinfluBt nicht das Methylenblauentfarbungs- 
vermégen des Hirnes. Somit vermag die Verminderung des im Hirn vor- 
handenen Blutglucosegehaltes eine Veranderung des Methylenblau- 
entfirbungsvermégen nicht: zu bewirken. 

4. Zwischen dem Hirnglykogengehalt normaler hungernder und 
nebennierenloser hungernder Tiere besteht kein .Unterschied; jedoch 
sind beide Werte geringer als.der Hirnglykogengehalt normaler, regel- 
maBig genahrter Tiere. 

5. Aus diesen experimentellen Ergebnissen wird geschlossen, daB 
Ursache der substratlosen, langsanferen Methylenblauentfarbung des — 
Hirnes epinephrektomierter hungernder Ratten weder der verminderte 
Glucose- noch der Glycogengehalt des Hirns sein kann; ebensowenig 
kann es eine verminderte Funktion des glucosedehydrierenden En- 
zymsystems sein. Demgegeniiber ist anzunehmen, da im Hirn des 
normalen hungernden Tieres ein Substrat vorhanden ist, daB im Hirn 
der nebennierenlosen Ratte zufolge fehlt, und das das 
normale Tier rasch dehydriert. 
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Uber die Lichtempfindlichkeit v6n Auxin-a-lacton 
35. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe!) 


Von 
F. Kégl, H. Erxleben und C. Koningsberger *) 
ae nas dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung am 14. September 


Nachdem iiber die eigenartige Lichtinaktivierung des Auxin-a- 
lactons im Jahre 1942 bereits in einem Aufsatz*) zusammenfassend be- 
‘Tichtet worden ist, bringen wir im folgenden eine nahere Bespreckung 
unseres Versuchsmaterials. - 

In der 24. Mitteilung*) dieser Reihe haben wir dargelegt, daB 
Auxin-# im leichtzuginglichen Ultraviolett keine Absorption zeigt, 
wihrend Auxin-b eine charakteristische Bande bei 250 mu aufweist, 
wie das im Sinne der von uns fiir diese zwei Phytohormone abgeleiteten 
Konstitutionsformeln zu erwarten war. Die zur Selbstinaktivierung 
fiihrende Allyl-Umlagerung hat bei beiden Auxinen praktisch keine 
Anderung der Absorptionsverhéltnisse zur r Folge, was mit der Theorie 
ebenfalls in Einklang steht. 


1) 34. Mitt., Diese Z. 279, 140 (1943). 

2) Vgl. Dissertation Utrecht, 26. Okt. 1936. 
3), Naturwiss, 30, 392 (1942), sy 

4) Diese Z. 244, 266 (1936). 
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Es war anzunehmen, daB sich die (reversible) Umwandlung von 
Auxin-a in sein §-Lacton spektroskopisch kaum. bemerkbar machen | 
wiirde. Bei der Untersuchung mit Hilfe der lichtelektrischen Methode 
nach R-Pohl5) zeigte sich jedoch iiberraschenderweise, daB die alko- 
holische Lésung des Lactons ein auBerst charakteristisches Spektrum 


mit einer ausgeprigten Bande bei 295 my aufweist (Fig. 1). 


4 20, 


10,170° 


AL. 
tr 

| 
Fig. 1 


Scheinbares Absorptionsspektram von Auxin-a-lacton 
‘in alkoholischer Lésung 


Die gefundene Absorption war mit der dem Auxin-a-lacton zu- 
geschriebenen Konstitution nicht zu vereinbaren. Diese ist durch Ana- 
lysen, Molekulargewichtsbestimmungen, Titration, Derivate, sowie 
durch die wechselseitige Umwandlung von Lacton und Saure begriindet. 
Ferner zeigen die alkoholischen Lésungen beider Stoffe Mutarotation. 
und man erreicht von beiden Seiten aus einen Gleichgewichtszustand, 
der durch dieselbe Enddrehung gekennzeichnet ist*). Endlich ist auch 
durch die in der 24. Mitteilung*) beschriebene Umsetzung von Auxin-a- 
lacton in Auxin-b ein weiterer Beweis fiir die Richtigkeit unserer Auf- 
fassungen iiber die strukturellen Beziehungen erbracht. _ | 

Unter diesen Umstinden muBten wir annehmen, das eigen- 
artige Spektrum nicht von Auxin-a-lacton selbst, sondern von einem — 
photochemischen Umwandlungsprodukt herriihrt. In der Tat 
haben die Lésungen des Lactons nach der lichtelektrischen Messung 
zumindest 80% der urspriinglichen physiologischen Aktivitait verloren, 
wahrend wir bei Auxin-a und -b nach der Absorptionsbestimmung keine — 
Beeintrachtigung. der Wirksamkeit im Hafertest feststellen konnten. 


5) Vgl. Naturwiss. 15, 433. (1927). 
6) Diese Z. 216, 31 (1933). 
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Tabelle I 


Physiologische Aktivitét von Auxin-a- und Auxin-a- lacton- 
ésungen vor und nach der Absorptionsmessung 


oe Aktivitét in AE pro g |Abnahme der 
vorher nachher | Aktivitat 

177 10° 7-10° keine 

203 C 7. TO? 9- 10° keine 
7394 E 60- 10° 54- 109*) keine 

7254 E 25-109 |. 0 100% 

Auxin-a-lacton. . . { 7294 E 50- 10° 9- 10° 82% 
7294 E 19- 10° 0 100% 


*) Da die Fehlergrenze des biologischen Tests etwa 10—15% betragt, dart 
in diesem Fall nicht auf eine wirkliche Verringerung der Aktivitaét geschlossen 
werden. Im iibrigen sei an die in der 19. Mitt. [Diese Z. 241, 17 (1936)] be- 


sprochenen Schwankungen der Aktivitas an verschiedenen Versuchstagen er- 


innert. 


* 


Nachdem erwiesen war, da8 Auxin-a-lacton im Gegensatz zu den 
beiden verwandten Wuchsstoffen schon durch die geringfiigige Be- 
strahlung wihrend der Absorptionsmessung inaktiviert wird, wurde 
zunachst gepriift, ob hierbei der als Lésungsmittel verwendete Alkohol 
eine Rolle spielt; dies ist nicht der Fall, das Lacton zeigt in Chloroform- 


_ lésung ein analoges Spektrum und auch hierbei fihrt die Bestrahlung 


_ wahrend der Messung zu einem praktisch inaktiven Produkt. 


Bei der iiblichen Arbeitsweise erfolgt die Absorptionsmessung vom | 


langwelligen Ultraviolett ausgehend; da dies méglicherweise von Ein- 
flu8 sein konnte, haben wir Lactonlésungen in Alkohol und in Chloro- 
form in der umgekehrten Reihenfolge — von Wellenlinge 234 my aus- 
gehend — analysiert. Es wurde jedoch das gleiche Ergebnis erhalten, 
so daB es offensichtlich keine Rolle spielt, mit welcher Wellenlainge des 
Quecksilberspektrums zuerst bestrahlt wird. In einem weiteren Versuch 
haben wir den Monochromator unmittelbar auf ‘297 my eingestellt und 
bestimmten dann bei dieser Wellenlange die Absorption einer alkoho- 
lischen Lésung von Auxin-a-lacton. Hierbei ergab sich fiir K der Wert 
16,6 - 108, was véllig mit den Ergebnissen der gewéhnlichen Messungen 
_tibereinstimmt. Man muB8B aus diesen Versuchen schlieBen, daB Auxin- 
a-lacton mit praktisch unmeBbarer Geschwindigkeit in die das charak- 
teristische Absorptionsspektrum verursachende Verbindung umge- 
wandelt wird, sobald es der Einwirkung des ultravioletten Lichtes aus- 
gesetzt ist. Das Absorptionsspektrum von Auxin-a-lacton 
selbst ist demnach auf diese Weise nicht zu bestimmen. 

Das durch die Bestrahlung entstehende inaktive Produkt haben 
wir zunachst ,,Lumi-auxin-a-lacton“ genannt, spater wurde aber der 
Kirze halber die Bezeichnung_ Lumi- auxon’) gewahlt. 


’) Solange nicht auch bei Auxin-b-lacton eine analoge Photoinaktivierung 
nachgewiesen ist, kann das Suffix ,,-a‘ " Wegbleiben. 
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Wie friiher schon mitgeteilt worden ist, verlieren Lésungen und 
auch Krystallisate von Auxin-a-lacton ihre Aktivitit auch beim Auf- 
bewahren im Dunkeln, und zwar gewohnlich im Laufe einiger Monate. 
Es ist anzunehmen, daB die fiir die Auslésung der Reaktion bendtigte 
Energie bei diesen Selbstinaktivierungen durch die Wirmebewegungen | 
der Molekiile geliefert wird*). Zunichst hatten wir nun zu untersuchen, | 
.ob auch bei der spontanen Inaktivierung Lumi-auxon entsteht. Hierzu 


wurden durch Aufbewahren im Dunkeln inaktiv gewordene Kristallisate — 


des Lactons aus zwei verschiedenen Harnaufarbeitungen in alkoho- 
lischen Loésungen verschiedener Konzentration untersucht (Tab. IT). 


van Tabelle Il 


Absorption nach Selbstinaktivierung der Kristallisate beim Auf- 


_bewahren im Dunkeln, Lésungen in Alkohol 


Werte fiir K - 10-3 MittelWerte’ 
my 7294 E Praparat 7347 E fir 
201 mg/l | 108 mg/l 92 mg/l | 160 mg/l | 100 mg/l | K- 10-3 
313 1,7 1,4 1,3 1,9 1,5 1,6 
302 14,6 14,9 15,2 14,5 17,0 15,2 
297 16,4 | 16,9 17,2 16,3 18,6 17,1 
289 13,5 15,2 - 15,2 14,2 16,4 14,9 _ 
280 7,8. 9,5 9,4 9,1 10,2 9,2 
275 5,9 5,7 5,7 5,0 6,5 5,8 
270 2,3 3,4 3,4 2,9 3,1. 
265 2,2 2,6 2,7 2,1 3,1. 2,5 
254 0,8 LI. 13 12 1,5 1,2 
248 1,2 1,4 2,0 1,7 1,9 1,6 
240 4,8 5,2 5,1 5,4 5,9 5,3 
238 6,4 7,5 8,4 7,2 9,0 7,7 
234 9,9 11,1 11,8 13,0 


Zum Vergleich fiihren wir in Tab. III die ‘Werte fir K - 10-3 an, 
die wir bei.vor der Messung aktiven Praparaten fanden; es sei darauf 
hingewiesen, daB eines der Praparate (7347 E) auch nach der Selbst- 
inaktivierung (siehe Tab. II) gemessen worden ist. 

Wie man aus den beiden vor- u. nachstehenden Tabellen sieht, stimmen 
die molekularen Absorptionskoeffizienten praktisch vdllig iiberein, un- 
abhingig davon, ob das betreffende Praparat vor der Messung physio- 
logisch aktiv war oder ob es seine Wirksamkeit bereits verloren hatte. 

Wir hatten nunmehr die Aufgabe, die Identitét von Lumi-auxon 
mit dem Produkt der Autoinaktivierung durch direkten chemischen | 
Vergleich zu beweisen. Zu diesem Zweck wurden 25 mg Auxin-a-lacton 
in 3cem Alkohol unter Stickstoff in einer Quarzréhre mit dem Licht 
einer Quarzquecksilberlampe bestrahlt. Nach etwa 15 Minuten wurde 
eine Probe fiir den physiologischen Test entnommen und gegebenen- 


8) Es ware von Interesse zu priifen, ob die aktiven Kristallisate ihre Wirk- 
samkeit behalten, wenn sie bei sehr tiefer Temperatur aufbewahrt werden. _ 
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Tabelle Ill 


Absorption von vor der Messung 
aktiven Praparaten von Auxin-a-lacton. , 
Lésungen in Alkohol | 


Werte fir K- 10-3 Mittelwerte 
mp | Prép.7247E|Prap.7387E far 
120 mg/l | 116mg/l | K- 10-5 
313 18 1,8 1,8 
302 15,5 15,1 , 15,3 
297 17,1 16,6 16,9 
289 15,2 14,4 8 
280 9,8 9,1 9,5 
275 5,3 5,1 5,2 
270 | 28 2,7 28° 
265 2,8 2,4 2,6 
254 1,6 1,3 1,4 
248 1,3 13 13 
240 5,4 5,6 5,5 
238 7,5 72 Tay 
234 11,1 10,7 10,9 


falls am nachsten Tag noch einmal bestrahlt, wenn die Liésung noch 
nicht véllig inaktiv geworden war. Nach Abdampfen des Alkohols blieb | 
ein etwas grau gefirbter, kristallinischer Riickstand, der durch Um- 
kristallisieren aus Ather-Alkohol (1:1) gereinigt werden konnte. Die auf 
diese Weise erhaltenen farblosen Kristalle schmolzen ebenso wie das 
Produkt der Selbstinaktivierung bei 172° (unkorr.), der Mischschmelz- 
punkt beider Priparate zeigte keine Erniedrigung. SchlieBlich haben 
wir das Absorptionsspektrum des auf ,,kiinstlichem Wege“ erhaltenen, 
kristallisierten Lumi-auxons untersucht. Wie Fig. 2 zeigt, stimmt es 

_ praktisch tiberein mit jenem, das wir bei Lésungen von Auxin-a-lacton 
oder seinem Inaktivierungsprodukt fanden. | 
_ Abgesehen von der eigenartigen Lichtreaktion selbst bergen die 
bisher besprochenen Befunde noch ein anderes Ratsel. Wie in dieser — 
Arbeit schon erwahnt wurde, zeigen Auxin-a und sein Lacton in alko- 
holischer Lésuhg Mutarotation; das Gleichgewicht wird in einigen 
Stunden vite und es 1éBt sich aus den Drehungswerten berechnen, 
da8 dann etwa 60°, Lacton und 40% Saure vorhanden sind. Dem- 
gema8 sollte man erwarten, da8 sich die Kinstellung dieses Gleich- 
_ gewichts auch bei den Absorptionsmessungen deutlich bemerkbar macht: 
Eine Lésung von Auxin-a miiBte nach einigen Stunden ‘das der Konzen- 
tration an Lacton entsprechende Lumi-auxon-Spektrum geben und 
umgekehrt wire beim Aufbewahren von Lactonlésungen eine Abnahme 
der Absorption zu erwarten, da ja das im Gleichgewicht entstandene 
Auxin-a spektroskopisch indifferent ist. In Wirklichkeit beobach- 
teten wir aber bei unseren zahlreichen Absorptionsmes- 
sungen niemals irgendwelche Anderungen, die mit der 
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% 


Fig. 2 


Punktiert: Absorptionsspektrum einer Lésung des kryst. 

Lumi-auxons (in Alkohol; 176 mg/l) 
Ausgezogen: Absorptionsspektrum einer inaktiv gewordenen 
- Lésung des Lactons 


Einstellung des Gleichgewichts Lacton+; Saéure in Ein- 


klang gewesen waren. Die Tatsache, daB Lésungen des Lactons 
oder der Saure ihren urspriinglichen Charakter stets beibehielten, konnte 
nur mit dem Konzentrationsunterschied der fiir die polarimetrische 
und die spektroskopische Untersuchung verwendeten Lésungen zu- 
sammenhingen ; bei letzterer cage wir namlich héchstens eine Konzen- 
tration von 500 mg pro Liter, bei ersterer dagegen mindestens eine 


Tabelle lV 


Auxin-a-lacton bzw. Auxin-a 
in alkoholischer Lésung, nach Erreichen 
des Gleichgewichts verdinnt 


h h 
| Auxin-a-lacton Auxin-a 
_ 328 mg pro l 274 mg pro | 
(Praparat 7393 E) | (Praparat 7398 B) 
313 | 


302 0,79 0,74 


: 
— 
| 
‘ i 
| 
j é 
| 
‘ 
i 
| 
» 
A 
289 0,80 0,73 | 
| 280 0,54 | 0,49 
| 275 0,30 0,28 
270 0,16 0,13 
254 0,06 0,07 
240 ~ 0,29 0,27 a 
| 
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solche von 80 g pro Liter. Ob dieser Konzentrationsunterschied 
in der Tat einen derartigen Hinflu8 besitzt, muBte sich 
prifen lassen, indem man zuniachst in etwa l0%iger Lésung 
polarimetrisch die Mutarotation.bis zur EHinstellung des 
Gleichgewichtszustandes verfolgt und hierauf fiir die Ab- 
sorptionsmessung entsprechend verdiinnte. Wir haben hierzu 


die folgenden vier Versuche ausgefihrt. 

Versuch I. 20 mg Auxin-a-lacton wurden in 0,244 com 96%igem Alkohol 
gelést; nach 6 Stunden hatte die optische Drehung den Endwert erreicht, Nun- 
mehr verdiinnten wir mit Alkohol, bis die Konzentration — berechnet auf die ur- 
spriingliche Kinwaage an Lacton — 328 mg pro Liter entsprach. Fir den Ab- 
sorptionskoeffizienten®) h dieser Lésung wurden die in der 2. Spalte von Tab. IV 
angefiihrten Werte erhalten. 

Berechnet man aus den Zahlen der zweiten Spalte die molekulare Absorp- 


tionskonstante von Auxin-a-lacton, so erhalt man die Werte, welche der Kurve I 


von Fig. 3 zugrunde liegen. Vergleicht man diese mit Kurve II, dem Absorp- 


4 


20103 


1910° 


‘Fig. 

Absorptionskurve I ist aus den Werten der 2. Spalte von Tab. 4 

berechnet; sie entspricht dem Zustand nach Einstellung des 

Gleichgewichts, ausgehend vom Lacton. II: 

einer Lésung von Auxin-a-lacton bei der iiblichen Messung 

in verdiinnter Lésung 

tionsspektrum einer auf gewdlinliche Weise bereiteten Lésung von Auxin-a- 
lacton, so sieht man sofort, da8 ein Teil der lichtabsorbierenden Substanz ver- 
schwunden ist, bzw. in einen Stoff umgewandelt sein muB, der die ultraviolette 
Strahlung ungehindert passieren 14Bt; offensichtlich muB es. sich hierbei um 
Auxin-a handeln. 

Unter Verwendung des uns aus zahlreichen Messungen bekannten Wertes 
fir K kann man nun umgekehrt aus den gefundenen Werten fiir h die Konzen- 
tration an Lacton berechnen. Wir wahlen hierzu die Veen 297 mp, bei 
die maximale Absorption auftritt: 


log (d hierbei in mm). 
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= mol pro 1) 
2h: 10 


0,96- 10 | 9,6- 310- 108 
ol prol = 7-108 = 175 mg pro 1 


Da die Lésung demnach 175 mg Lacton pro Liter enthielt, ist der Rest 
(153 mg pro Liter) in Séure umgesetzt worden (162 mg pro Liter). Hieraus ergibt 
sich, daB vor der Absorptionsmessung 53% Auxin-a-lacton und 47% Auxin-a 
Wihrend Auxin-a-lacton bei der gewodhnlichen Ausfiihrung der 
lichtelektrischen Messung ganz oder zum gr68ten Teil inaktiviert wiirde, 
besaB unsere Versuchslésung nach der Bestrahlung im Avena-Test etwa — 
die Halfte der urspriinglichen Aktivitit (25-10° AE pro g). Man sieht 
also, daB die polarimetrische, die spektrometrische und die biologische 
Methode zu einem iibereinstimmenden Ergebnis fiihrten. 


VersuchII. Zur Wiederholung des vorigen Versuchs wurden 19,8 mg 
Auxin-a-lacton in 0,326 ccm Alkohol gelést; nachdem sich das Gleichgewicht 
eingestellt hatte, wurde soweit verdiinnt, daB die Konzentration — bezogen auf 
die Einwaage an Lacton — 244 mg pro Liter betrug. Die Absorptionsmessung, 
welche wir hier nicht mehr im einzelnen wiederzugeben inn tay ergab fir 
297 mu den Wert h = 0,82. Die Lacton-Konzentration war demnach 150 mg . 
pro Liter geworden; aus dem Rest (94 mg pro Liter) hatte sich 99 mg pro Liter 
Auxin-a gebildet. Hieraus berechnet sich ein Verhaltnis von 60% Lacton zu 

VersuchIII. Im Gegensatz zu den vorigen Versuchen gingen wir nun- 
mehr von Auxin-a aus; 21,8 mg Auxin-a wurden in 0,318 ccm Alkohol gelést. - 
Nachdem sich das Gleichgewicht eingestellt hatte, wurde verdiinnt und zwar 
betrug die Konzentration dann — bezogen auf die eingewogene Menge Auxin-a 
— 274 mg pro Liter. Das Ergebnis der Absorptionsmessung ist in der 3. Spalte 


£070 7 


7010" 


Fig. 4 
! Absorptionskurve I entspricht dem Zustand nach Kinstellung 
des Gleichgewichts, ausgehend von Auxin-a — ; 


Absorptionskurve II entspricht einer verdiinnten Lésung von 
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von Tab. IV angefiihrt. Fir die Kousenbouiion an Lacton berechnet sich nun- 
mehr 157 mg pro Liter, demnach miissen 166 mg Auxin-a pro Liter umgesetzt 
sein, wahrend noch 108 mg pro Liter vorhanden sind. In vorziiglicher Uberein- 
stimmung mit friiheren Befunden berechnet sich hieraus ein Verhaltnis von 59% 
Lacton und 41% Saure. Auch die Aktivitaét der bestrahlten iss (26—27 - 10° 
AE pro g) steht mit diesem Ergebnis in Einklang. 


VersuchIV. Auch der vorige Versuch wurd* zur Kontrolle wiederholt; 


| wir lésten 22,2 mg Auxin-a in 0,252 cem Alkohol und verdiinnten nach Ein- 


stellung des Gleichgewichts auf 352 mg pro Liter, bezogen auf die eingewogene 

Menge Auxin-a. Fiir h wurde bei 297 mp der Wert 1,12 gefunden, entsprechend 

einer Konzentration von 204 mg Lacton pro Liter. Das Lacton hat sich aus 

216 mg/1 Saure gebildet, so daB noch 136 mg/l Auxin-a vorhanden sein miissen. — 
Auch in diesem Fall ergibt sich somit das Verhiltnis von 60% Lacton zu 40% 

Auxin-a. 


Nach den Befunden steht es auBer 


_daB die Einstellung des Gleichgewichts in der Tat nur in der konzen- 


trierteren Lésung stattfindet. Dieser Einflu8 der Konzentration kann 


damit erklirt werden, daB die von der freien Oxysiure gelieferten 
‘Wasserstoffionen eine ,,autokatalytische‘‘ Wirkung auf die Geschwin- 


digkeit der Gleichgewichtseinstellung besitzen. Die Verhiltnisse bei 
der Lactonisierung*®) der y-Oxy-buttersiure und der y-Oxy-valerian- 
siure kénnen als igor fiir diese Deutung angefiihrt werden. Letztere 
setzt aber voraus, dafi in der konzentrierteren Lésung von Auxin-a- 

lacton nach kurzer Zeit bereits mehr H--Ionen vorhanden sind als in 
der mindestens 160 mal so verdiinnten Auxin-a-Lésung. Man kommt hier- 


‘durch zu der Annahme eines Schwellenwertes der H:-Ionenkonzen- 


tration, unterhalb dessen die Umsetzung Saure = Lacton ausbleibt. 


Wihrend eine genaue Untersuchung iiber den p,-Einflu8 noch 
aussteht, hat Herr Dr. G..J..Schuringa jedoch bereits experimentell 
festgestellt, daB eine alkoholische Lésung von Auxin-a (196 mg pro 
Liter), nachdem sie durch Zusatz von etwas Eisessig auf p,4,3 gebracht 
war, bei der lichtelektrischen Messung in der Tat unmittelbar das Ab- 
sorptionsspektrum des Lumi-auxons liefert. Die nicht angesduerte. 
Kontrolllésung von Auxin-a zeigte keine Absorption. In einem weiteren 


-Parallelversuch haben wir eine alkoholische Lésung von Auxin-a-lacton 


(204,4 mg pro Liter) ebenfalls mit etwas Eisessig angesduert (p, 4,1). 


Bei der Absorptionsmessung zeigte sich hier kein Unterschied mit der 


nicht angesdiuerten Kontrolllésung, in beiden Fallen erhielten wir das 
Lumi-auxon- Spektrum. Bei der angesduerten Lacton-Lésung ist hier 
zu Beginn der Messung zwar Auxin-a im Gleichgewicht vorhanden, 


- durch die schwache Bestrahlung bei der Messung mit den ersten Wellen- 
langen wird jedoch bereits Auxin-a-lacton dem, Gleichgewicht entzogen. 


Unter dem Einflu8 der H--Ionen wird dann offensichtlich sehr rasch 
Lacton auf Kosten der freien Saure so vollige Um- 
wandlung in Lumi-auxon erfolgt. 


a9) BP, Henry y, Z. physik. Chem. 10, 96 (1892); U. Collan, ebenda 10, 


130 (1892). Wir danken Herrn Dr A. L. Th. Moesveld fir diesen Hinweis. 
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Die eigenartige Umwandlung von Auxin-a-lacton in Lumi-auxon 
birgt mancherlei physikalische Riatsel; diese sind Gegenstand einer 
mit G.J.Schuringa ausgefiihrten Untersuchung, mit der sich die 
folgende Mitteilung beschaftigt. Hier sollen zum Schlu8 jedoch noch 
die bisher vorliegenden analytisch-chemischen Befunde besprochen 
werden. Es ist allerdings zu betonen, daB diese wegen der auch in nor- 
malen Zeiten sehr schwierigen Materiallage unvollstindig sind. Da 
Auxin-a unter den jetzt gegebenen Verhiltnissen auf lingere Sicht 
unzuginglich sein wird, muB die Verédffentlichung ohne die beabsich-— 
 tigten Ergainzungen erfolgen. 

Wahrend die Spontaninaktivierung der Auxine a und b eine Iso- 
merisierung darstellt, wird bei der Umwandlung von Auxin-a-lacton 
in Lumi-auxon offenbar ein Molekiil H,O abgespalten, so daB eine | 
weitere Doppelbindung entsteht. Dies ergibt sich u.a. aus der kataly- 
tischen Hydrierung, welche: zu-einer Tetrahydro-Verbindung C,,H,.0, 
fiihrt. Letztere reagiert (wie Lumi-auxon) gegen Lackmus neutral; beim 
Kochen der waBrigen Lésung wird das Lacton aufgespalten unter Bil- 
dung einer schén kristallisierenden Saure C,,H,,0, 

Bei der Umsetzung von Lumi-auxon mit Semicarbazid entsteht 
ein kristallisiertes Semicarbazon vom Schmelzpunkt 129°, das im Gegen-. 
satz zum Ausgangsstoff gegen Lackmus sauer reagierte. Nach den 
Analysen liegt eine Verbindung der Zusammensetzung C,,H;,0,N; 
vor; ihre Entstehung, sowie ihre Saéiurenatur ist mit der Annahme zu 
erkliren, daB der Ausgangsstoff ein Enollacton darstellt und das 
Semicarbazon sich von der entsprechenden Ketosaure ableitet: 


No Co \n — NH — CONH, 


Neben dem genannten Semicarbazon entstand in geringer Aus- 
beute noch ein ebenfalls sauer reagierendes Produkt vom Schmelzpunkt 
210°, dessen Menge-aber fiir eine Charakterisierung nicht ausreichte. 

AuBer den zwei O-Atomen der Lactongruppe haben wir im Lumi- 
auxon noch ein drittes Sauerstoffatom. Dieses mu8 in einer Hydroxyl- 
gruppe vorliegen, da Lumi-auxon bei der Zerewitinoff-Bestimmung 
ein aktives H-Atom aufweist. Aus dem Ausbleiben einer Ferrichlorid- 
_ Reaktion kann man schliéBen, daB es sich um eine alkoholische OH- 
Gruppe handelt. 

SchlieBlich haben wir noch einen Ozonabbau von 44 mg Lumi- 
-auxon ausfiihren kénnen. Nach Zerlegung der Ozonide in Wasser konnte 
eine Neutralfraktion abgetrennt werden, welche 14 mg eines gut kristal- 
lisierenden p-Nitro-phenylhydrazons der Zusammensetzung 3 
lieferte; der Schmelzpunkt lag bei 126°. Friiher!!) hatten wir durch 
Oxydation von Dihydro-auxin-a mit Chromtrioxyd ein p-Nitrophenyl- 


11) Diese Z. 227, 67 (1934). 
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der gleichen Zusammensetzung isolieren das bei 
125,5° schmolz. Leider stand von diesem Praparat nichts mehr fir 
einen Mischschmelzpunkt zur Verfiigung, so da8 die Identitaét der beiden 
Stoffe nur als sehr wahrscheinlich bezeichnet werden kann. Jedenfalls 
mu8 man aus der Bildung eines Ringketons der Formel C,,H,,0 den 
Schlu8 ziehen, daf sich das chromophore System des Lumi-auxons 
nicht im C,,-Bezirk, sondern im angegliederten Lactonring befindet. 

Eine nahere Besprechung des Konstitutionsproblems wird in Zusammen- 
hang mit den synthetischen Arbeiten erfolgen, die in Gemeinschaft mit 
J. ausgefiihrt worden sind. | | 


Versuche | 


Einstellung des Gleichgewichts ausgehend von Auxin- a-lacton 
20 mg Auxin-a-lacton wurden in 198 mg aepohol gelést und der Verlauf der 
Mutarotation beobachtet: 


100 - 0,40 
Zu Beginn: = - T- 101 3,96 
0,35. 
Nach 2% Stunden: [«]} = —— ~~ 8,46° 
Nach 5 Stunden: = 10,1 ~ 8,37 


Wirksamkeit dieses Produktes im Avena-Test: 52- 10° AE/g. 

Wirksamkeit nach Ausfiihrung der Absorptionsmessung: 25—26 Milliarden AB/g. 
. Derselbe Versuch wurde mit einem anderen Praparat von Auxin-a-lacton 
wiederholt. Eine Wiederholung des Versuchs mit einer »,Gleichgewichtslésung* 


der spez. Drehung = — 3,47° zeigte ein analoges Er- 


gebnis. 


Einstellung des Gleichgewichts ausgehend von Auxin-a — 
21,8 mg Auxin-a wurden in Alkohol gelést und der Verlauf der re 
verfolgt: 


100- 0,23 
e 20 — 0 
Zu Beginn: [aly = 2,75 
Nach 3 Stunden: = 1344 8,20 


Nach 8 Stunden: = - = — 8,20° 


Wirksamkeit vor der Bestrahlung 60- 10° AE/g, nach der Messung:. 26—27 
Milliarden AE/g. | 
_ Eine Wiederholung des Versuchs hatte das gleiche Ergebnis, 


Darstellung von Lumi-auxon 
durch Bestrahlung von Auxin-a-lacton. 
10 mg Auxin-a-lacton, Wirksamkeit 56-10 AE, wurden in absol, Alkohol 
gelést und unter hiufigem Schiitteln in einem Quarzrohr 5 Minuten lang mit der 
Quecksilberdampflampe bestrahlt. Da das Produkt nach dieser Behandlung 


noch eine Wirksamkeit von etwa 90- 10¢AE/g besaB, wurde es in derselben 


Weise nochmals 5 Minuten bestrahlt und war nunmehr véllig unwirksam. Der 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 280. 10 
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nach Eindampfen Riickstand war etwas grau-violett gefarbt und 
schmolz bei 172°. Nach dem Umkristallisieren aus Alkohol-Ather (1:1) wurden. 
7,1 mg farblose Kristalle erhalten, die gegen feuchtes Lackmuspapier neutral 
reagierten und keine Eisenchloridreaktion, wohl aber Gelbfirbung mit Tetra- 
nitromethan a: Schmelzpunkt 172° (unkorr.). 


Bestimmung des aktiven Wasserstoffs!2) 


: 5,824 mg Lumi-auxon, 0,51 ccm Reagenslésung, Temp. 20°, b = 764 mm. 
Lésungsmittel: Amylather. Reduziertes Volumen 0,57 com CH,, entsprechend 
0, 21 Mol. 1 Mol Lumi-auxon gab demnach 1,1 Mol CH,. 


von Lumi-auxon 


10 mg Lumi-auxon wurden in Methanol mit Platinoxyd-Platinschwarz 
katalytisch hydriert und daraus ein Rohkristallisat vom Schmelzpunkt 180° 
erhalten. Nach dem Umkristallisieren aus 50%igem Alkohol stieg der Schmelz- 
punkt auf 181° (unter dem Mikroskop). Prismen 6,7 mg, gesittigt gegentiber 
Tetranitromethan, neutral gegen Lackmus. 

Analyse 1%) 3,003 mg Subst. (bei 60° im Hochv. eee}: 

7,995 mg CO,, 2,85 mg H,O 
(296,3) ber. C 72,90 H10,° 
gef. C 72,60 H 10,62 


Verseifung von Tetrahydro-lumi-auxon 


3,7 mg des Hydrierungsproduktes wurden in 1,5 ccm Wasser 15 Minuten 
zum Sieden erhitzt, um das 5-Lacton aufzuspalten. In der Tat reagierte die 
_waBrige Lésung nunmehr sauer gegen Lackmus. Nach dem Entfernen des 
Wassers im Vakuum schmolz der Riickstand bei 190°. Um sicher zu sein, daB 
es sich nicht um ein Gemisch von Lacton und freier Séure handelt, wurde die Sub- 
stanz in Ather gelést und mit Bicarbonatlésung fraktioniert. Wihrend die Neu- 
tralfraktion nur Spuren enthielt, hinterblieben beim Eindampfen der Saure- 
fraktion 3,1 mg eines bei 191° schmelzenden Produktes. Nach dem Umkristalli- 
_sieren aus 40% iger Essigsdure wurden 2,1 mg Kristalle vom Schmelzpunkt 191° 
erhalten. 
Die Verseifung wurde mit einem anderen Préparat wiederholt und das 
-Reaktionsprodukt wie oben in saure und neutrale Anteile zerlegt. Der Riick- 
stand der Séurefraktion wurde aus 30%iger Essigsiure in farblosen glanzenden 
Prismen vom Schmelzpunkt 190,5° (Mikroskop) erhalten, 6,1 mg. 


Analyse: 3166 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 
8,010 mg CO,, 2,12 mg H,O 
(314,3) ber. C 68,80 H 10,91 
gef. C 69,00 H 10,86 


EKinwirkung von Semicarbazid auf Lumi-auxon 


7 mg Lumi-auxon wurden mit 6 Tropfen einer Lésung von 1 Teil Semi- 
carbazid-chlorhydrat und 1 Teil Kaliumacetat in 3 Teilen Wasser versetzt und 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach einigen Stunden wurden 5 Tropfen | 
Methanol zugefiigt. Am nichsten Tage hatten sich schwach gelblich gefarbte 
Prismen (6,3 mg) abgeschieden; der gréBte Teil des Kristallisats schmolz unter 
dem Mikroskop bei 129°, der Rest erst bei 204°. Nach zweimaligem Umkristalli- — 
sieren aus 70%igem Methanol schmolz das Produkt noch stets teilweise bei 
129—130°, zum kleineren Teil bei 202—203°. Der Stoff gab keine Ferrichlorid- 
-Reaktion, war ungesattigt bei der Priifung mit Tetranitromethan und reagierte 


gegen Lackmus deutlich sauer. 


12) Nach A. Soltys, Mikrochemie 20, 107 (1936). 7 
18) Die Analysen wurden von Dr. ‘Ing. A. Schoeller onneetilink: 
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Nunmehr 21 mg Auxin-a-lacton wie oben durch inakti- 


viert und das gebildete Lumi-auxon aus Alkohol-Ather umkristallisiert (15 mg). 
Auf die oben beschriebene Weise wurden 17,5 mg kristallisiertes Semicarbazon 
gewonnen, das unter dem Mikroskop zum groBten Teil bei 129°, zum weitaus 
geringeren Teil bei etwa. 205° schmolz. Durch dreimaliges Umkristallisieren aus 
Methanol gelang es, 7,1 mg eines Produktes abzuscheiden, das scharf bet 129° 
schmolz und ebenfalls sauer gegen Lackmus reagierte. 


Analyse: 2,962 mg Subst. (bei 40°-im Hochv. getrocknet): 
6, 771 mg CO,, 2,395 mg H,O- 1,970 mg Subst. 0,195 com*™N, 


(367,3) (25°, 749 mm) 


ber. © 62,04 H9,07 N11,45 
gef. 0 62,34: H9,05 N11,16 


, Die Inaktivierung des Auxin-a-lactons und die Darstellung des Semicarba- 
zons wurden nochmals wiederholt. Von einem bei 129° schmelzenden Semicar- 


bazon, das mit dem friiheren Produkt vom gleichen keine} De- 


pression gab, wurde eine N-Bestimmung ausgefiihrt. 
1,947 mg Subst. (bei 40° im Hochv. getr.) 0,193 com N, (22°, 756 mm) 


ber. N 11,45° gef. N 11,39 
Die Mutterlaugen, welche das héher schmelzende Produkt enthielten, haben 
wir vereinigt und den nach dem Eindampfen erhaltenen Riickstand zweimal aus 


90%igem Alkohol umkristallisiert; 6,0 mg, Schmelzpunkt 210°; sauer gegen Lack- 
mus. Fir eine nahere Charakterisierung war das Material nicht ausreichend. 


Ozonabbau von Lumi-auxon 


Auxin-a-lacton wurde durch Bestrahlung mit Quecksilberdampflicht inakti- 
viert und das Reaktionsprodukt aus Alkohol-Ather umkristallisiert, 44 mg des 
auf diese Weise erhaltenen Lumi-auxons wurden in 7,5 ccm reinem Chloroform 
gelést und 1 Stunde unter Kihlung mit: Bis-Kochsalzmischung ozonisiert. 


Die gelbliche Reaktionslésung haben wir hierauf bei gew6hnlicher Tempe- 


_ratur im Vakuum zur Trockne gedampft und die Ozonide durch halbstindiges 
Erwairmen mit 4ccm Wasser zerstért. Danach wurde das Wasser im Vakuum 
entfernt, der Riickstand in Ather aufgenommen und in saure und neutrale Anteile 
getrennt. In der Neutralfraktion blieb ein schwach gelblich gefarbtes Ol zuriick, 

15 mg. Es wurde gut getrocknet, in 0,5 ccm Eisessig gelést und die filtrierte Lé- 
sung von 20 mg p-Nitrophenylhydrazin i in 0,8 ccm 50%iger Essigsiure zugefigt, 
worauf das Gemisch bei Zimmertemperatur stehen blieb, Nach wenigen Minuten 
begann das Phenylhydrazon in gelben Nadelchen auszukristallisieren; es wurde 
abfiltriert, im Vakuum, gut getrocknet und aus 96%igem Alkohol umkristalli- 

siert. Ausbeute 14 mg. Schmelzpunkt 126°. 


Analyse: 4,889 mg Subst. (bei 40° im Hochv. -getr.): 12 325 mg COn. = 


3,899 mg H,O. 1,908 mg Subst.: 0,215 com Ny (28°, 751 mm). 
(831,2) 

ber. C 68,84% H8,83% N 12,68% 

gef. C 68,77°% H8,92% N12,75% 
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/ 


Uber die Inaktivierung von Auxin-a-lacton 
bei verschiedenen Wellenlaéngen und den EinfluB von Carotinoiden 
auf die Lichtreaktion 


36. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe ') 
Von 


Fritz Kg! und Garrelt Schuringa?) 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1943) 


; Wie in der vorangehenden Mitteilung beschrieben wurde, wandelt 
sich. Auxin-a-lacton schon durch die schwache Bestrahlung bei der 
lichtelektrischen Messung in das physiologisch-inaktive Lumi-auxon. : 
um; letztere Verbindung besitzt ein charakteristisches Absorptions- 
spektrum mit einem Maximum bei 295 my. Diese Lichtreaktion ist 
aus verschiedenen Griinden sehr ungewoéhnlich, so daB wir uns ver- 
anlaBt sahen, sie auch in physikalischer Hinsicht naher zu studieren. 


I. Eichung der Photozelle 


Die erste Aufgabe bestand darin, die Inaktivierung von Auxin-a- 
lacton durch monochromatisches Licht zu untersuchen und den 
EinfluB verschiedener Wellenlingen miteinander zu vergleichen. In 
dem Doppelmonochromator*) der Pohlschen Apparatur fiir die Be- 
stimmung von Absorptionsspektren hatten wir eine erprobte Vorrich- 
tung zur- Gewinnung des bendtigten- rein monochromatischen Lichtes. 
_Weiterhin muBte nun aber die verschiedene Intensitat des letzteren 
bei den betreffenden Wellenlingen beriicksichtigt werden. Ohne weiteres 
war die Photozelle fiir diesen Zweck nicht zu verwenden, da sie bekannt- 
lich fiir Licht verschiedener Wellenlange nicht die gleiche Empfindlich- 
keit besitzt. Wir muBten deshalb die Empfindlichkeit fiir die gebrauchten 
Wellenlingen in absolutem bestimmen. Die Eichung erfolgte 
nach bekanntem Prinzip*), indem ein zunadchst mit der Photozelle 
gemessenes, monochromatisches, homogenes Lichtbiindel von bekanntem 
Durchmesser auf eine weiBe Flache geworfen und dann die Oberflaichen- 
_helligkeit auf spektrographisch-photometrischem Wege verglichen 


1) 35. Mitt., Diese Z. 280, 135 (1944). Vgl. auch die Zusammenfassung Natur- 


wiss. 30, 392 (1942). 
*) Vel. Dissertation Utrecht, 17. Febr. 1941. 
3) R. Pohl, Naturwiss. 15, 433 (1927). 
4) Vgl. L. S. Ornstein, W.J.H.Moll und H.C. Burger: Objektive 
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wurde mit der von einer geeichten Bandlampe hervorgerufenen. Bei 


der Durchfiihrung der Eichung. wurden wir durch den inzwischen ver- 


storbenen Prof. Dr. L. S. Ornstein sowie durch die Herren Prof. Dr. 
J.M. W. Milatz und Dr. K.J. Keller vom Physikalischen Institut 
unserer Universitit aufs tatkraftigste unterstiitzt. Das Ergebnis der 
Eichung®*) ist in Tab. I 


Tabelle 
Eichung der Photozelle 


| Empfindlichkeit in 
Erg pro Sek. der Skalenteile Skalenteilen pro Sek. 
pro Erg/Sek.*) 
2536 1,64- 10-8 1522- 10-* 7,45 - 10° 
2652 1,85 - 10-3 1,13- 10-? 6,10 - 10° 
2699 2,36 - 10-3 | 1,33- 10-? | 5,65 - 10° 
2753 | 2,76 - 10-3 1,28- 10-2 - 10° 
2804 6,48 - 10-8 244-107? 0,876-10% 
2894 4,54- 10-3 2,94- 10-2 —-0,649- 108. 
2970 4,80- 10-8 5,55 - 10-2 1,16 - 10 
3022 7,11- 10-8 1,11- 10-4 1,56 - 104 
3132 8,46- 10-3 9,90- 1,17 - 10% 
3341 8,12- 10-8 7,15- ‘8,80 - 10° 
3652 1,98 - 10-2 6,46-10-? 2,76 - 10° 
| 7,24- 8,76- 10-2 1,21 - 10° 
1,06 - 10-1 7,70- 10-2 7,26 - 107) 
5461 2,05 - 10-1 1,68 - 8,20 - 10-? 
5780 2,82- 10-1 0: 2,84 - 10-? 


ie *) Bei einer Empfindlichkeit des Elektrometers von 10 Skalenteilen pro 


Die Empfindlichkeit der Photozelle wurde somit durch die Zahl 
der Skalenteile ausgedriickt, welche das Elektrometer (bei einer Emp- 
findlichkeit von zehn Skalenteilen pro Volt) in der Sekunde durch- 
lauft, wenn ein Lichtstrom von 1 Erg pro Sekunde in die Photozelle 
fallt. Dies bedeutet, daB wir bei willkiirlichen Wellenlangen und Inten- 
sitaten von einem Lichtstrom die Anzahl Erg berechnen kénnen, welche 
in die Photozelle gelangen; wir huben hierzu auBer der Belichtungszeit 
nur die Zahl der Skalenteile zu bestimmen, welche die Saite des Elektro- 
meters infolge des Lichtstroms pro Sekunde durchlauft. 


Il. Die Inaktivierang mit monochromatischem Lieht 


Auxin-a-lacton wurde in alkoholischer Lésung (Konzentration 
200 mg pro Liter) mit Licht der folgenden Wellenlingen des Hg-Spek- 
trums bestrahlt: 313, 334, 365, 405, 436, 494, 546 und 578 mu. 

Zur Ausfiihrung einer Messung wurde zunichst die Intensitit 


des monochromatischen Lichtbiindels bestimmt. Hierauf haben wir 


5) Experimentelle Einzelheiten sind der Dissertation von G. J. Schuringa 
entnehmen. 
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eine Lésung von 0,1 mg Auxin-a-lacton in 0,5 cem Alkohol in einer — 


Smakula-Kuvette (Schichtdicke 1mm) wahrend einer bestimmten 


Zeit in den monochromatischen Lichtstrom gebracht, wobei das ganze 
Lichtbiindel in die Kuvette fiel. Am folgenden Tag wurde die physiolo- 
gische Wirksamkeit der Lésung im Avena-Test gepriift. Auf Grund 
dieser Messungen ist dann die eingestrahlte Energie in Erg und die 
hierdurch inaktivierte Menge Auxin-a-lacton bekannt. 

Fiir den Vergleich der Inaktivierung bei den verschiedenen Wellen- 
langen des Hg-Spektrums hatte man natiirlich jene Energiemenge zu- 
grunde legen kénnen, die jeweils zur volligen Inaktivierung der Lé- 
sungen erforderlich ist. Wie in analogen Fallen war es aus experimen- 
tellen Griinden jedoch zweckmaBiger, die Energiemenge zu bestimmen, 
welche die Halfte des bestrahlten Auxin-a-lactons inaktiviert. Da eine 


entsprechende Dosierung der Energie praktisch sehr schwierig ware, 
' haben wir bei jeder Wellenlinge einige Messungen mit wechselnder 


Belichtungszeit ausgefiihrt und hieraus die fiir die Halbinaktivierun 8 
notige Energiemenge graphisch durch Interpolation bestimmt. Fig. 1 
zeigt als Beispiel die entsprechenden Ergebnisse bei der Bestrahl 
mit Licht von 365 mp (vgl. hierzu auch Tab. II). Die Kurve gibt zu- 
gleich ein Bild, in welcher Weise die physiologische Aktivitat mit steigen- 
der Zufuhr von Lichtenergie abnimmt. 

Wie weiter oben schon erwahnt wurde, war das kurzwelligste Licht, 
mit dem wir die Inaktivierung untersuchten, jenes der Linie 313 mu. 
Es zeigte sich, daB hierbei eine Energiemenge von 0,14 Erg bereits 80% 
der. bei unseren Versuchen verwendeten Auxin-a-lacton-Lésung in- 


Attivitat nach der Bastrahlung 


50 7 700 


Erg. 
Fig. 1 


Verlauf der Inaktivierang bei Bestrahlung 
(A= 865 mp; vgl. Tab. II) 


e durch Messung bestimmt o durch Interpolation gefunden 
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aktiviert. Da die Messung-noch kleinerer Energiemengen mit den uns 


zur Verfiigung stehenden Mitteln zu ungenau sein wiirde, haben wir 


darauf verzichtet, in diesem Fall den Wert fiir die Halbinaktivierung 


- zu bestimmen. Immerhin laBt sich dieser Wert roh berechnen; die Inter- 


polationskurven fiir die drei folgenden Wellenlingen besitzen namlich 


_anniahernd die gleiche Form (vgl. Fig. 1). Zeichnet man fiir 2 = 313 mu 


eine analoge Kurve, so ergibt sich: fiir diese Welqnane ein Halbinak- 


tivierungswert von ungefahr 0,04 Erg. 
Die Ergebnisse der Messungen mit den drei finite, langwelligen 


Linien des Hg-Spektrums sind in Tab. II zusammengestellt. 


 Tabelle II 
Inaktivierung von Auxin-a-lacton mit Licht von 334, 365 und 405 my. — 
Wellenlinge Bestrahlungs- pas Zugefiihrte | Nicht inaktiviertes 
in my ‘| dauer*) in Sek. | Energie in Erg Auxin-a-lacton 
334 600 11,4 0,4% 
334 300 5,7 8,9% 
334 60 1,14 27,0% 
334 10 0,19 48,0% 
365 1200 72,48 2,6% 
365 600 36,24 19,8% 
365 300 18,12 35,0% 
365 120 7,25 65,0% 
405 5400 744,0 0,2% 
405 2700 372,0 6,8% 
405 1800 254,0 21,0% 
405 600 85,0 49,5% 


*) Die Intensitit des Lichtstroms betrug 1/, Skalenteil pro Sekunde, bei 
einer Elektrometer-Empfindlichkeit von 10 Skalenteilen pro Volt. 


Um bei unserer Versuchsanordnung die Hilfte des Auxin-a-lactons 
in Lumi-auxon umzusetzen, sind also folgende Energiemengen ®) er- 
forderlich: 

Wellenlinge: 313 mus 365 mp) 405 my 
Energiemenge: etwa 0,04 Erg 0,19 Erg 10,5 Erg 85 Erg 


Wir haben nunmehr gepriift, ob die Inaktivierung bei der gleichen 
Versuchsanordnung auch durch Bestrahlung mit Licht der langwelligeren 
Linien des Hg-Spektrums auftritt. Es zeigte sich, daB die im folgenden 
genannten Energiemengen nicht zu einer im Avena-Test ot 
Inaktivierung des Auxin-a-lactons fihrten: 


Wellenlange: 4386my 494 546my 578 my 
Energiemenge: 1656 Erg 720 Erg 14460 Erg 10600 Erg 


6) Bei 334 my nehmen wir als Energiemenge fiir die halbe Inaktivierung 
den Wert 0,19 Erg an, da in Anbetracht der Fehlergrenze des Avena-Tests (10%) 
zwischen 48 und 50% Umsatz nicht zu unterscheiden ist. : 
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Auxin-a-lacton wird somit durch sichtbares Licht nicht 
inaktiviert. Bei der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht wird die 
zur Inaktivierung erforderliche Energiemenge um so kleiner, je kirzer 
die Wellenlinge ist. Wie erwihnt, haben wir unter 313 my keine Mes- 
sungen ausgefiihrt, so daB iiber dieses Gebiet keine sichere Aussage ge- . 
macht werden kann. Nach dem Verlauf der ausgezogenen Kurve von 
Fig. 3 darf es aber als sehr wahrscheinlich gelten, da8 auch Licht von 
kiirzerer Wellenlinge als 313 mp die Inaktivierung hervorruft. 

Die vorliegenden experimentellen Daten erméglichen einen Ein- 
blick in die Energieverhaltnisse bei der photochemischen Umsetzung 
von Auxin-a-lacton in Lumi-auxon; man kann nunmehr berechnen, 
wieviel Molekiile pro eingestrahltes Lichtquant inaktiviert werden. 

Bestrahlt wurden jeweils 0,5 ccm einer Lésung, die pro Liter 
2/, Millimol enthielt. Dies entspricht 

- 10% = 2,02 - 10%" Molekiilen. 
Hiervon wurde die Hialfte durch die Lichtreaktion umgesetzt, d. h. 
also 1,01 - Molekiile. 

Die Energie eines Lichtquants entspricht dem Produkt aus der 
Planckschen Konstante (h = 6,55- 10-2”) und der Frequenz v; fir 
den Fall der Inaktivierung mit Licht von 334 my (vs3, = 9 - 10**) be- 
rechnet sich die Energie eines Lichtquants dieser Wellenlinge zu . 


6,55 - 10-27 - 9 - 1014 = 6,55- 9-10-38 Erg. 
1013 Quanten von 334 mu. 


1 
9: 6, 55 
In unserem Fall waren zur halben Inaktivierung der Auxin-a-lacton- 
Lisung 0,19 Erg erforderlich; diese Energiemenge entspricht also 


10° Quanten von 334 my, welche 1,01-10!” Molekiile zum 


Umsatz bringen. Durch 1 Quant werden demnach > 


1,01-9- 6,55- 1017 
0,19- 1018 = 3,1-10® Molekiile 


umgesetzt, wenn wir annehmen, daB das ganze eingestrahlte Licht 


absorbiert wurde. 
In Tabelle IIT sind die analog berechneten Werte fiir die einzelnen 
Wellenlangen zusammengestellt. 


Tabelle III 


1 Erg entspricht somit 


Wellenlainge | Zahl der inaktivierten Mole- 
-in my kiile pro eingestrahltes Quant 
334 3,1- 108 
365 5,2 + 104 
405 8-108 
436 kein meBbarer Umsatz | 


Es ist nicht statthaft, obige Zahlen als Quantenausbeuten zu be- 
zeichnen, da dies voraussetzt, dai die eingestrahlten Quanten in der 
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Tat absorbiert worden sind. Wir kommen damit auf eine Seite des 
Problems zu sprechen, die noch keine endgiiltige Klarung gefunden hat. 
Die Schwierigkeit beginnt damit, daB das Absorptionsspektrum des 
Ausgangsstoffes nicht bekannt ist und — zumindest mit der bisherigen 
MeBtechnik — wegen der sofort auftretenden Lichtreaktion auch nicht 
- bestimmt werden kann. In der vorangehenden Mitteilung ist bereits 
| dargelegt worden, da8 Auxin-a-lacton — das ja aus dem photostabilen | 
und im leicht zugiinglichen Ultraviolett keine Absorption aufweisenden 
Auxin-a in umkehrbarer Reaktion entsteht — in seinem optischen 
_ Charakter kaum nennenswert von Auxin-a selbst abweichen diirfte. 
Es kann, mit anderen Worten, als praktisch ausgeschlossen gelten, daB 
Auxin-a-lacton zwischen 300 und 400 my absorbiert. Da nach dem 
_ Gesetz von Grotthus-Draper nur die absorbierte Energie photo- 
chemische Umsetzungen verursachen kann, scheint die experimentell — 
gefundene Tatsache, daB Licht des genannten Spektralgebiet die Um- 
wandlung in Lumi-auxon bewirkt, zuniachst in vélligem Widerspruch 
zu den theoretischen Grundlagen der Photochemie zu stehen. Zur Er- 
klarung dieser Verhaltnisse steht jedoch die Méglichkeit zur Diskussion, 
daB unsere Priiparate bzw. die Lésungen von Auxin-a-lacton Spuren 
eines Begleitstoffs enthalten, der die erforderliche Lichtenergie ab- 
sorbiert und auf Auxin-a-lacton tibertrigt, also als Sensibilisator fun- 
giert. Die Méglichkeit, daB unsere Praiparate von der Darstellung her 
eine analytisch nicht faBbare Verunreinigung enthalten, laBt sich nach 
Lage der Dinge nicht ohne weiteres ausschlieSen. Wir miissen daran 
erinnern, da8 die Isolierung von Auxin-a bzw. seinem Lacton aus Harn 
oder aus pflanzlichen Produkten eine umstiindliche und recht schwie- 
rige shuttle darstellt, die uns auch bei giinstigem Verlauf der Arbeit 
selten zu Ausbeuten von mehr als 50 mg pro Charge gefiihrt hat. Wenn - 
man bedenkt, wie schwierig es auch bei beliebig zuginglichen Stoffen 
haufig ist, sie im Zustande absoluter Reinheit zu gewinnen, so mu8 
man zugeben, da8 unsere Praparate von Auxin-a-lacton trotz des Um- 
kristallisierens bis zum konstanten Wert fiir Schmelzpunkt und spez. 

Drehung vielleicht doch noch Spuren eines enthalten 
kénnten. 

Wir sind hierbei davon ausgegangen, daB dine als Sensibilisator 
wirkende, bisher nicht faBbare Begleitstoff eine Verunreinigung durch 
einen ,,Fremdkérper‘‘ ware. Es gibt jedoch eine andere Hypothese, die 
sachlich gut einleuchtend ist und iiberdies den Vorzug besitzt, daB sie 
zu interessanten Versuchen fiir die Zukunft anregt. Wie wir friiher mit- 
teilten, erfolgt die Inaktivierung von Auxin-a-lacton im Laufe einiger 
Monate auch im Dunkeln. Wahrend die’ Bestrahlung zu einer plétz- 
lichen Umwandlung fiihrt, nimmt die physiologische Aktivitét im 
Dunkeln allmahlich ab. Es ist jedoch anzunehmen, daB die aktiven 
Praparate bald nach der Isolierung bereits Spuren von Lumi-auxon 
_ enthalten. Da die betreffenden Kristallisate aus praktischen Griinden 
friihestens nach einigen Tagen, in der Regel aber erst nach Wochen fiir 
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die Bestrahlungsversuche verwendet wurden, kann man zunichst an 
die Méglichkeit denken, da Lumi-auxon selbst als ,, Autosensibilisator“ 
wirkt. Hiergegen ist jedoch sofort einzuwenden, daf Lumi-auxon nur 
bis etwa 330 mu absorbiert, wihrend die Photoreaktion, obschon weniger 
rasch, auch im Spektralgebiet von 330 bis 405 my erfolgt. Wir glauben 
daher, daf irgendein Zwischen- oder Nebenprodukt als Autosensibili- 
sator fungiert, und zwar denken wir dabei z. B. an die durch Aufspaltung 
des Lactonrings von Lumi-auxon entstehende Saure. Zur Illustration 
k6nnen wir vorlaufig nur orientierende Absorptionsmessungen 
anfihren : | 


30 


70 


250 300 J5O 4OO mac 


Fig 2 
Lumi-auxon in Alkohol 
------ nach Zugabe von Kaliumhydroxyd zu dieser Lésung 
——-—— nach Ansduern der alkalischen Lésung mit Kssigsdure auf PH 4, 8 


In einer Smakula-Kuvette wurden zu 0,5 cem einer alkoholischen 
Lésung von Lumi-auxon (200mg pro Liter) 5mg Kaliumhydroxyd 
(p. A.) gegeben. Die Lésung farbte sich intensiv gelb, wurde aber schon 
nach etwa einer Minute ganz leicht braunstichig. Die nach ungefahr 
einer halben Stunde ausgefiihrte Absorptionsmessung ergab ein Spek- 
trum mit zwei ausgeprigten Maxima bei 325 und 255 my (gestrichelte 
Kurve von Fig. 2). Nach Beendigung der Messung wurde die Lésung 
in der Kuvette mit 10 mg Eisessig auf #,4,8 gebracht. Das Absorptions- 
spektrum (ausgezogene Kurve von Fig. 2) zeigt nunmehr ein ganz 
anderes Bild; man sieht, dafS Lumi-auxon nach Ansiéuern der alka- 
lischen Lésung nicht regeneriert worden ist. Ob es sich um die dem 
Lumi-auxon zugrundeliegende Saure handelt oder ob sich tiefer- 
greifende Verinderungen vollzogen haben, muB dahingestellt bleiben. 
Jedenfalls steht fest, daB der Ausgangsstoff bei. dieser einfachen Be- 


handlung zu einem oder mehreren Stoffen umgesetzt wird, deren End- 


absorption bis iiber 400 my reicht. Soleche Verbindungen kamen nach 
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dem oben Gesagten als Sensibilitatoren fiir unsere Lichtreaktion in 
Betracht. Uber den chemischen Mechanismus all dieser Umsetzungen 
1a8t sich bisher natiirlich keine Aussage machen; iibrigens sei in diesem | 
Zusammenhang noch erwahnt, daB auch Lumi-auxon kein sehr stabiler 
Stoff ist. Wir wurden hierauf aufmerksam, als wir in unserer einige 
Jahre alten Sammlung von Inaktivierungsprodukten nach Lumi-auxon- 
Praparaten suchten; diese hatten sich jedoch alle in braune Produkte 
verwandelt, wihrend die ebenso alten Kristallisate der Pseudo-auxine . 
vollig farblos geblieben waren. - 

Durch die vorstehenden Ausfiihrungen ist wohl zur Geniige gezeigt, 
daB die Bildung von Spuren stark absorbierender Stoffe aus dem ,,farb- 
losen“‘ Auxin-a-lacton keine Hypothese ad hoc zu sein braucht. Jeden- 
falls wird es wichtig sein, zu prtifen, ob sich der Zusatz entsprechend 
groBerer Mengen von ,,Lumi-auxon-siure‘ oder verwandter Stoffe bei 
der Bestrahlung von Auxin-a-lacton — z. B. mit Licht der Wellenlainge 
405 my — durch eine Sensibilisierung der Reaktion bemerkbar macht. 

Nachdem klar gelegt worden ist, daB die bei unserer Lichtreaktion 
eingestrahlten Quanten die Molekiile von Auxin-a-lacton offensicht- 
lich erst durch Vermittlung eines anderen Stoffes erreichen, ergibt- 
sich die Folgerung, da8 die wirklichen Quantenausbeuten nicht be- 
rechnet werden kénnen. Auf jeden Fall kénnen diese aber noch gréBer 
sein als die pro eingestrahltem Quant gefundenen Zahlen an in- 
aktivierten Molekiilen. Verglichen mit anderen Lichtreaktionen haben 

wir es also mit erstaunlich hohen Quantenausbeuten zu tun; wenn man 
‘sich beim heutigen Stand des Problems iiberhaupt bereits ein _Bild 
liber die Vorginge machen will, so wird man an eine Kettenreaktion 
zu denken haben. Leider ist ein weiteres Vordringen einerseits durch 
die Schwerfalligkeit des physiologischen Tests, andererseits durch die 
auch unter normalen Umstinden nur sehr mihsam-zugingliche Aus- 
gangssubstanz auferst schwierig. Wir hoffen jedoch, daB unsere syn- 

thetischen Arbeiten ebenfalls. zu lichtempfindlichen Stoffen fihren 
werden, an denen die Reaktion leichter studiert werden kann. _ 


III. Die Inaktivierung von Auxin-a-lacton bei Gegenwart 
von Carotinoiden 


In der fiir die Auxinforschung grundlegenden Untersuchung hat 
F. W. Went’) Agarplittchen, die den Wuchsstoff aus den Spitzen von 
Haferkoleoptilen enthielten, mit weiBem und ultraviolettem Licht be- 
strahlt. Hierbei war keine Verminderung der Wirksamkeit festzustellen, 
_ so daB Went bei seinen Arbeiten tiber den Phototropismus davon aus-— 
ging, daB mit einer Veranderung des Wuchsstoffs durch das Licht nicht 
gerechnet zu werden brauche. Wie bekannt, wurde die Lichtwachstums- 
reaktion durch eine ,,vom Licht induzierte Verringerung der aus der 
Spitze hinausdiffundierenden Wuchsstoffmenge“ erklart; bei den photo- 


7) Dissertation Utrecht 1927. 
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tropischen Kriimmungen wurde das vom gleichen Verfasser experimen- 
tell festgestellte Wuchsstoff-Defizit der Lichtflanke darauf zuriick- 
gefiihrt, daB der Wuchsstoff unter dem EinfluB der einseitigen Belich- — 
tung hauptsichlich zur Schattenflanke gelenkt werde. Wie J. van 
Overbeek®) 1933 an Hypokotylen von Raphanus beobachtete, spielt 
bei positiven phototropischen Kriimmungen neben dem erstgenannten 
Effekt auch die gréBere Auxin-Empfindlichkeit der Schattenflanke eine 
Rolle. Der gleiche Autor®) fand spiter bei Versuchen an Avena, daB 

* die Aktivitét von Auxin-a bei Belichtung abnahm, wahrend jene von 
B-Indolyl-essigsiure ebenso groB blieb wie im Dunkelversuch; dieser 
Unterschied wurde mit einer oxydativen Inaktivierung von Auxin- & 
erklart. 

, Bei unseren Arbeiteh iiber die Isolierung der Auxine aus Harn 
hangt es bei der letzten Stufe anscheinend von zufalligen Umstanden 
der Vorbehandlung ab, ob aus den hochaktiven Destillaten Auxin-a 
‘oder sein Lacton auskristallisiert. Da bei einer der vorangehenden 
Reinigungsstufen durch Kochen mit HCl-haltigem Methanol verestert 
bzw. lactonisiert wird, lag es nahe, Auxin-a-lacton nur als kiinstlich 
dargestelltes Derivat der in den Pflanzen vorkommenden freien Saure 
aufzufassen. Unter diesen Umstianden schien der Photoinaktivierung — 
des Lactons nur rein chemisches und physikalisches Interesse zuzu- 
kommen, zumal ja in der botanischen Forschung eine Lichtempfind- 
lichkeit des Wuchsstoffs nicht mehr zur Diskussion stand. Es kamen 
uns jedoch Zweifel, ob hier das letzte Wort gesprochen war. Die Tat- 
sache, daB das photostabile Auxin-a-molekil durch eine einfache innere + 
Veresterung in eine auBerst lichtempfindliche Verbindung umgewandelt 
werden kann, ist in chemischer Hinsicht zu ungewéhnlich, um sie nur 
als theoretisch interessante Erscheinung ohne physiologische Bedeutung 
zu werten. Bei naiherer Betrachtung schien es denkbar, daB Auxin-a 
auch in der Pflanzenzelle ,,im Gleichgewicht“‘ mit seinem Lacton steht. 
Natiirlich sind, hierbei die Verhaltnisse in vitro nicht ohne weiteres zu 

-iibertragen; man muB beriicksichtigen, daB es sich in der Pflanze um 
ie ein ,,flieBendes System“ handelt, bei dem tiberdies durch 4,-Einfliisse, 
Adsorption an Oberflichen, und eventuell auch enzymatische Wir- 
kungen viele Variationen und Komplikationen auftreten kénnen. Nach- 
dem wir schon bei unseren Laboratoriumsversuchen die Einstellung 
des Gleichgewichts Auxin*; Auxin-a-lacton durch Verdiinnen der 

Lésungen nach Belieben ,,abstoppen“ und durch Zusatz von etwas 

Saiure in Gang bringen kénnen?®*), gewinnt die Vorstellung, daB ein 

Teil des Wuchsttoffs als Lacton vorliegen kann, ohne da8B durch die — 

Dynamik des Gleichgewichts die gesamteé Auxinmenge bei Bestrahlung — 

unmittelbar inaktiviert wird, bereits jetzt eine experimentelle 


Stiitze. 
8) Rec. trav. bot. sai 30, 537 (1933). 


*) Proc. Nat. Acad. of Sc. 22, 187 und 421 (1936). : 
10) Vgl. die in der vorangehenden Mitteilung beschriebenen Versuche. 
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Auf die Méglichkeit, daB die Wuchsstoffarmut der Lichtflanke 
— wenigstens zum Teil — auch durch die Bildung von Lumi-auxon 
zustande kommen kénnte, hat der eine von uns erstmals im Jahre 
1936 hingewiesen'!). Die neue Hypothese erforderte eine kritische 
Uberpriifung der friiheren Arbeiten itiber den Phototropismus und eine 
_Fortfihrung der Untersuchungen unter dem neuen Gesichtspunkt. 
Diese Aufgabe wurde seither im Botanischen Laboratorium unserer 
Universitat unter der Leitung von Prof. Dr. V. J. Koningsberger 
bearbeitet. Fiir unser Institut ergab sich als naichstes Problem, den 
-EinfluB von in der Pflanze vorkommenden Sensibilisatoren auf die 
Photoinaktivierung von Auxin-a-lacton zu untersuchen. 

Die Frage, fiir welches Spektralgebiet die Pflanzen phototropisch 
empfindlich sind, war in der botanischen Forschung verhaltnismaBig 
lange umstritten. Der Grund hierfiir lag weniger in der mangelhaften 
Isolierung der einzelnen.. Spektralbereiche, als: hauptsichlich darin, 
daB mit Licht sehr verschiedener Intensitit und mit verschiedener 
_Bestrahlungsdauer gearbeitet wurde!*). Immerhin stand aber die photo- 
tropische Wirksamkeit eines breiten Gebietes des sichtbaren Spektrums 
langst fest und wenn es nicht méglich gewesen wire, Auxin-a-lacton 
durch Licht von lingeren Wellenlingen als 405 my zu inaktivieren, 
wiirde der Bildung des Lumi-auxons von vornherein keine wesentliche 
pflanzenphysiologische Bedeutung zukommen. Man konnte jedoch 
erwarten, da in der Pflanze vorkommende Farbstoffe als Sensibili- 
satoren wirken und sich hierdurch der fiir die Lichtreaktion wirksame 
 Spektralbereich bis ins sichtbare Gebiet erstreckt. Es ware auf jeden 
Fall naheliegend gewesen, in diesem Zusammenhang auch an die Caro- 
tinoide zu denken; als das Problem im Jahre 1937 fiir uns aktuell wurde, 
war jedoch die botanische Forschung fast gleiehzeitig auf unabhan- 
gigem Wege bereits’ zu der Erkenntnis gekommen, da die Carotinoide 
bei der Lichtempfindlichkeit der Pflanzen von wesentlicher Bedeutung 
sind. Nachdem dies schon durch Arbeiten von E. S. Castle), J. Bu- 
der!4), G. Wald") und H.G. du Buy wahrscheinlich gemacht war, 
_konnte namlich E. Biinning?*) im Jahre 1937 tiber Versuche be- 
_ richten, durch welche der Zusammenhang zwischen Phototropismus 
und Strahlungsabsorption durch Carotinoide naher begriindet wurde. 
Es konnte mikrochemisch nachgewiesen werden, daB in den lichtemp- 


11) Vortrag auf der Tagung des Bundes der Freunde der Technischen Hoch- 
schule Miinchen am 5. Dezember 1936. 
F..A. F.C. Went in S. Kostytscheff, Lehrbuch der Pflanzen- 
physiologie, 2. Band S. 352, 1931, Verlag J. Springer, Berlin. any 
“aoaey! J. gen. Physiol. 14, 701 (1931); Cold Spring Harb. Symposia 8. 224 
14) Beitr. Biol. Pflanzen 19, 420 (1932). 
15) Science 84, 247 (1936). 

16) Planta 26, 719, 27, 148, 583 (1937). Vgl. auch E. Biinning im Lehr- 
buch der Pflanzenphysiologie von E. gcc K. Mothes und F. von Wett- 
stein, 2. Band, S. 159, Berlin 1939, Verlag J. Springer; daselbst auch weitere 
_Literaturangaben, 
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findlichen Zonen der Sporangientriger von Philobolus Kleinii und 
von Phycomyces Blakesleeanus f-Carotin auftritt; auch das fir 
phototropische Studien am haufigsten benutzte Obj ekt, die etiolierte 
Haferkoleoptile, enthalt in der lichtempfindlichen Zone Carotin. Dariiber 
hinaus hat E. Biinning die schon von anderen Autoren hervorgehobene 

Ahnlichkeit der Absorptionskurven von Carotinen mit der Kurve der 
phototropischen Empfindlichkeit in exakten Messungen bestatigt ge- 
funden. Von Interesse ist in diesem Zusammenhang auch die Fest- 
stellung, daB die vom Chlorophyll absorbierte Energie héchstens einige 
Prozent der Wirksamkeit der vom Carotin absorbierten entfaltet. 

Bei unseren eigenen Untersuchungen tiber den Einflu8 von Sensi- 
bilisatoren auf die Photoinaktivierung von Auxin-a-lacton haben wir 
uns auf die Priifung einiger Carotinoide beschrankt. Unsere Absicht, 
im Rahmen dieser Versuche auch Chlorophyll, sowie andere Farbstoffe 
heranzuziehen, konnte durch die auBeren Verhaltnisse bisher nicht 
verwirklicht werden. | 

Am eingehendsten haben wir natiirlich die Wirkung des B-Carotins 
untersucht. Die Arbeitsweise entsprach vollig der im Abschnitt IT be- 
schriebenen; zu der alkoholischen Lésung von Auxin-a-lacton (0,5 ccm; 
Konzentration 200 mg pro Liter) wurden eine halbe Stunde vor der 


Tabelle IV 


_Inaktivierung von Auxin-a- lacton bei Gegenwart 
von 6-Carotin 


Wellenlange | Zugefiihrte Nicht inaktiviertes’ 

in mu Energie in Erg Auxin-a-lacton 
86,24 6.25% 
365 | 30,0 % 
365 62,0 % 
405 82,8 95% 
405 16,6 19,0 % 
405 4,1 30,0 % 
405 1,4 46,0 % 
436 6,9 42% 
436 1,15 26,5 % 
436 0,46 53,0 % 
494 30,1 11% 
494 6,0 18,3 % 
494 63,0 % 
546 2,6 % 
546 122 166 % 
546 20 55,0 % 
578 1323 0 % 
578 440 21,0 % 
578 88 78,0 % 
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Messung ungefihr 25 y des Farbstoffs gegeben. Wir bestimmten dann 
fiir die Wellenlingen 365, 405, 436, 494, 546 und 578 my den Inakti- 
vierungseffekt, welchen die Bestrahlung mit bestimmten Energiemengen 
hervorrief. 
3 Durch Interpolation der in Tab. IV angefiihrten Werte lassen 
sich die Energiemengen berechnen, welche erforderlich sind, um bei 
Gegenwart von /-Carotin unter unseren Versuchsbedingungen jeweils 
50% des Auxin-a-lactons in Lumi-auxon umzusetzen: 
Wellenlinge: 365my 405mp 436mp 494mp 546mp 578 mp 
Energiemenge: 3 Erg 1,2 Erg 0,5 Erg 1,5 Erg 25 Erg 200 Erg 
_ Ks sei daran erinnert, da8 wir fiir die beiden ersten Wellenlingen 
auch die ohne Zusatz von #-Carotin erforderliche Energiemenge be- 
stimmt hatten; sie betrug 10,5 bzw. 85 Erg. Die obigen Werte zeigen 
weiterhin, daB der EinfluB des B-Carotins zwischen 405 und 494 mu 
— dem Gebiet seiner maximalen Absorption — am stirksten ist, wie 
das ja zu erwarten war. 

Fiir die Untersuchung des Einflusses anderer Carotinoide hatten 
wir Praparate von «-Carotin, Lycopin, trans-Crocetin-dimethylester 
und trans-Methylbixin zur Verfiigung, die wir Herrn Prof. Dr. R. Kuhn | 
verdankten. Da es sich nur um orientierende Versuche handelte, haben 
wir uns darauf beschrankt, den Sensibilisierungseffekt bei 494, 546 
und 578 my zu bestimmen. 


Tabelle V 


Inaktivierung von Auxin-a-lacton bei Gegenwart verschiedener 
Carotinoide 
Nicht inaktiviertes bei Gegen- 
Wellen- | Zugefiihrte wart von 
lange Energie ns 
| trans-Crocetin- |trans-Methy]l- 
in my |_ in Erg «-Carotin | Lycopin y 
494 30,1 5% 8,5% 4,8% 
494 6,0 24% 45,0% —-12,0% 22% 
494 1,0 100% 63,0% — 480% 35% 
546 610 11,0% 11,4% 
546 122 19,1% 52,0% 24,0% — 38% 
546 20 78.0% | 100 % 58,0% 81% 
578 1323 9,3% 12,5% — 8,8% . 11,8% 
578 |' 441 23,5% 38,0% 23,0% ‘'21,0% 
578 88 38,0% 83,0 7% 30 0% A3,0% 


Wie man aus den Werten dive Tab. V ersieht, haben die zugefiigten 
Carotinoide praktisch alle den gleichen Effekt wie B-Carotin; zur Er- 
kennung kleinerer Spezifititsunterschiede ist die Methode wegen der 
verhaltnismaBig groBen Fehlergrenzen des Avena-Tests nicht geeignet. 
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Fiir die bisher genannten Versuche wurden alkoholische Lésungen 
verwendet. Um die Bedingungen den biologischen Verhaltnissen etwas 
besser anzupassen, haben wir schlieBlich auch noch Messungen mit 
a«-Carotin in kolloidaler waBriger Lésung ausgefiihrt; zur Ge- 
winnung?!’) der letzteren wurde «-Carotin in 50%igem waBrigem Aceton 
gelést und. das Aceton im Vakuum entfernt. Zur kolloidalen Lésung 
des.«-Carotins wurde hierauf so viel ‘einer waBrigen Loésung von Auxin- 
a-lacton gegeben, daB die Konzentration des letzteren mit jener unserer 
alkoholischen Lésungen iibereinstimmte. Aus Tab. VI geht hervor, 
daB die Inaktivierung unter diesen Umstinden praktisch ebenso ver- 
cs wie bei der alkoholischen Lésung von «-Carotin (vgl. Tab. V, 


3. Spalte). 
Tabelle VI 


Inaktivierung von Auxin-a-lacton bei Gegenwart 
von «-Carotin in kolloidaler waBriger Lésung 


Wellenlinge | ZugefithrteEnergie | nicht inaktiviertes 
in my in /Erg Auxin-a-lacton 
494 30,1 
494 1,0 88,0% 

546 610 4,9% 

546 122 23,0°%, 

546 20 69,0% 

578 1323 938% 

578 34,0% 

578 88 68,0% 


Die Ergebnisse der Tab. II, IV, V und VI sind in Fig. 3 graphisch 
dargestellt. Die Kurven fiir trans-Crocetin-dimethylester und trans- 


Methylbixin sind nicht eingezeichnet; sie wiirden zwischen der o-Carotin- 


und der Lycopin-Kurve liegen. 
Es fiele auBerhalb des Rahmens dieser Mitteilung, die Arbeiten 
aus dem Utrechter Botanischen Institut naiher zu besprechen, deren 


af Aufgabe es war, die Rolle der Photoinaktivierung des Auxin-a-lactons 


fiir den Phototropismus und die Lichtwachstumsreaktion aufzuklaren. 
Hier sei nur kurz auf die’ Veréffentlichungen von V. J. Konings- 
berger'*) und B. Verkaaik, sowie von W.F. F.Oppenoorth’) 
hingewiesen. In der ersteren Arbeit wurde der Nachweis erbracht, daB 
,,entsaatete’ und dekapitierte Haferkoleoptilen wohl mit Auxin-a, 
nicht aber mit 6-Indolyl-essigsiure phototropische Kriimmungen geben. 
Diese Basisreaktion fiihren die Autoren auf die partielle Photoinakti- | 
vierung des Auxin-a-lactons zuriick; fiir einen lateralen Transport im 


17) Val. P. Kare und W. StrauB, Helv. Chim. Acta a1, 1624 (1938). 
18) a Trav. Bot. Néerl. 85, 1 (1938). 
19) Rec. Trav. Bot. Néerl. 88, 287 (1941). 
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Fig. 3 


Photoiuaktivierung von Auxin-a-lacton ohne und mit 
Zusatz von Carotinoiden. 
Auf der Ordinate ist die Energie in Erg angegeben, welche 
erforderlich ist, um bei0,5 ccm einer Lésung von Auxin-a- 
lacton (200 mg pro Liter) die Halfte zu inaktivieren. 


Sinne der Cholodny-Wentschen Theorie ergab sich bei der Koleoptil- 
basis kein Anhaltspunkt. Bei der intakten Avena-Koleoptile sind die 
Verhaltnisse jedoch sehr viel komplizierter. Nach Oppenoorth itber- 
lagern sich hier drei Einfliisse: Die Photoinaktivierung von Auxin-a- 
lacton, die vom Licht hervorgerufene Neubildung von Auxin und der 


vom Licht induzierte laterale Transport. 
Die von uns?) fiir: Lumi-auxon diskutierten 


enthalten einen ungesittigten 5-Lactonring. Kiirzlich haben H. Veld- 
stra!) und. E. Havinga darauf hingewiesen, daB Lumi-auxon hier- 

nach das neuerdings fir Hemmstoffe (Blastokoline) als charak- 
teristisch erkannte Strukturprinzip™) besitzt. Sobald Lumi-auxon wieder 
zuginglich ist, soll sein Verhalten im Blastokolin-Test experimentell 


gepriift werden. 


20) F. Kégl, Naturwiss. 80, 392 (1942). 
21) H. Veldstra und E. Havinga, Ree. Trav. chim. Pays-Bas 62, 841 


(1943). 

98) PB, Medawar. G. M. Robinson und R. Robinson, Nature 151, 
195 (1943). R. Kuhn und D. Jerchel, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 76, 413 (1943); 
R. Kuhn, D. Jerchel, F. Moewus, E. F. Moeller und H. Lettré, Naturwiss. 


$1, 468 (1943). Weitere Literatur in der unter *!) zitierten Mitteilung. 
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‘Uber das Vorkommen von Auxin in lichtempfindlichen Pilzen 
37. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe') 


Von 
Fritz Kégl und Bernard Verkaaik?) 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1943) 


Nachdem wir im Jahre 1934 zu der Erkenntnis gekommen waren, 
daB auBer den Auxinen a und b auch ein vidllig andersartiger Natur- 
stoff, die -Indolylessigsiure, sich im Hafertest als hochaktiv erweist, 
muBten Methoden ausgearbeitet werden, die es erméglichten, die ein- 
zelnen Auxin-Typen auch ohne Isolierung zu charakterisieren*). Hier- 
fiir kam in erster Linie die schon von F.W. Went*) ausgefiihrte Be- 
stimmung des Diffusionskoeffizienten auf biologischem Wege in Be- 
tracht, durch die sich das Molekulargewicht berechnen laBt. Auf diese 
Weise wurden fiir das Auxin aus Graskoleoptilen — ebenso wie fiir 
reines Auxin-a und -b (M. G. 328 bzw. 310) — Werte um etwa 350 
gefunden, wahrend sich fiir reine B-Indolylessigsiure (M. G. 175) ebenso 
wie fiir Heteroauxin aus Hefe, Rhizopus nigricans und Aspergillus niger 
im Mittel ein Wert von 182 ergab. AuBer dem groBen Unterschied in 
den Molekulargewichten kam fiir die Charakterisierung der Auxin- 
Typen noch ein weiterer gliicklicher Umstand sehr zustatten. Wir 
fanden, daB die Aktivitat von Auxin-a durch Kochen mit verdiinnter 
Lauge vernichtet wird, wahrend sie beim Kochen mit verdiinnter Saure 
erhalten bleibt. Die Wirksamkeit von Auxin-b verschwindet bei beiden 
Behandlungsweisen, dagegen verhalt sich Heteroauxin genau umgekehrt 
wie Auxin-a; das Indolderivat wird beim Kochen mit Saure zerstért, 
von siedender verdiinnter Lauge aber nicht angegriffen. Die beiden 
voneinander unabhiingigen Methoden fiihrten bei jeder der untersuchten 
Wuchsstoffquellen zu iibereinstimmenden Ergebnissen und man konnte 
hieraus schlieBen, daB in den Koleoptilen [und Wurzeln®)] von Griasern 
mit gré8ter Wahrscheinlichkeit Auxin-a vorkommt, wahrend die Pilze 
B-Indolylessigsiure hervorbringen. Letztere entsteht vermutlich aus 
Tryptophan und ist als biologisches Abbauprodukt aufzufassen, das 
im Gegensatz zu den verschiedenen Bios-Faktoren fiir das Wachstum 


1) 36. Mitt., Diese Z. 280; 148 (1944). 

2) Vgl. Diss. B. Verkaaik, Utrecht, 16. Marz 1942, sowie Naturwiss. 30, 
397 (1948). 

8) Vgl. die 11., 12. und 13. Mitt. dieser Reihe: F. Kégl, A. J. Haagen- 
Smit und H. Erxleben, Diese Z. 228, 90, 104 Abate: F. Kogl und D. G. F. R. 
Kostermans, Diese Z. 298, 113 (1934). | 

*) Diss. Utrecht, 1927. 

5) Vgl., A. N. J. Heyn, Proc. Kon. Akad, Wet. 1074 
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der Pilze anscheinend keine Rolle spielt. Wie im folgenden dargelegt 
wird, muBten wir uns neuerdings die Frage vorlegen, ob nicht doch auch 
in gewissen Pilzen ,,echtes“ Auxin auftritt und physiologische Funk- 
tionen zu erfiillen hat. 

_ Die unmittelbar vorangehenden Arbeiten dieser Reihe beschiif- 
tigten sich mit der eigenartigen Photoinaktivierung des Auxin-a-lactons; 
die erhaltenen Ergebnisse fihrten zusammen mit jenen der einschli- 
gigen botanischen Untersuchungen von V. J. Koningsberger®) und 
B. Verkaaik sowie von W. F. F. Oppenoorth’) zu der Schlub- 
folgerung, daB beim Phototropismus neben anderen Faktoren auch 
mit der Photoinaktivierung von Auxin-a-lacton zu rechnen ist. Gegen 
eine universelle Bedeutung dieser Reaktion sprach jedoch die Tatsache, 
da8 Auxin-a bisher nur in héheren Pflanzen nachgewiesen war und 
daB auch die phototropisch empfindlichen Sporangientriger von Phy- 
comyces Blakesleeanus nach einer Molekulargewichtsbestimmung von 
A.N. J. Heyn*) — wie die anderen Pilze — -Indolylessigséure ent- 
hielten. In Anbetracht der grundsitzlichen Bedeutung der Frage schien 
es wiinschenswert, den von den phototropisch empfindlichen Pilzen 
hervorgebrachten Streckungswuchsstoff genauer zu untersuchen und 
zu prifen, ob neben f-Indolylessigsiure vielleicht doch geringe Mengen 
eines Wuchsstoffs vom Typ des Auxin-a vorkommen. 

Wahrend die meisten Pilze phototropisch -unempfindlich sind, 
zeigen die Sporangientrager von | Phycomyces, Pilobolus und Mucor 
die Erscheinung der Phototropie in sehr ausgepragter Weise, so daB 
vor allem die beiden erstgenannten Pilze in der botanischen Forschung 
vielfach fiir die einschlagigen Studien herangezogen wurden. Fiir unsere 
Zwecke erschien Phycomyces weitaus am geeignetsten, da er leicht 
in Reinkultur zu ziichten ist und seine hoch aufschieBenden eaprecte 
trager bequem vom Substrat abzutrennen sind. 


I. Ziichtung und Extraktion 


In 80 Petri-Schalen (Durchmesser 20 cm, Héhe 1 cm) wurdentje 
30 com Reiskérner sowie 100 com Wasser gegeben und 30 Minuten bei 
120° sterilisiert. Nach dem Abkiihlen haben wir die Schalen mit einer 
Minuskultur*) von Phycomyces Blakesleeanus geimpft, indem auf 
jeden Nahrboden 10 ccm eine Sporensuspension gegossen wurde. Die 
Ziichtung erfolgte bei Zimmertemperatur in einer Dunkelkammer; um 
eine Photoinaktivierung des eventuell vorhandenen Auxins zu ver- 
meiden, wurde nur mit rotem Licht gearbeitet. Die Sporangientrager 
waren 5—6 Tage nach der Impfung so lang, daB sie die Schalendeckel 
beriihrten. Nunmehr wurden letztere entfernt, so daB die Sporangien- 
triger noch weiter auswachsen konnten. Wir verzichteten hierdurch 


6) Rec. Trav. Bot. Néerl. 35, 1 (1938). 
7) Rec. Trav. Bot. Néerl. 88, 287 (1941). 
8) Die verwendete Reinkultur verdanken wir Herrn Prof. Dr. V. J. Konings- 


berger. 
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auf die sterile Ziichtung; die Gefahr einer Infektion ist in diesem Zeit- 
punkt aber nicht mehr groB, da das Mycel den Nahrboden dann villig 
durchwuchert hat, so da& andere Sporen kaum mehr zur Entwicklung 
gelangen. Acht bis neun Tage nach der Impfung hatten die — photo- 


‘tropisch sehr empfindlichen — Sporangientrager eine Lange von 4—5 cm 


erreicht. Sie wurden nunmehr unmittelbar oberhalb des Substrats ab- 
geschnitten und in einem Moérser mit salzsiurehaltigem Wasser még- 
lichst fein verrieben. Nach Abfiltrieren haben wir den waBrigen Aus- 
zug und den Riickstand je dreimal mit Ather extrahiert; hierbei und 
im weiteren Verlauf der Arbeit kam natiirlich stets peroxydfrei¢t Ather 
zur Anwendung. Die vereinigten Atherlésungen wurden zweimal mit 
gesittigter NaHCO,-Liésung ausgeschiittelt und die Bicarbonat-Fraktion . 
nach Ansiiuern dreimal ausgeaithert. Fir die im folgenden beschriebenen 
Versuche diente der im Vakuum getrocknete Riickstand des Ather- 


extrakts. Um eine eventuelle Photoinaktivierung zu vermeiden wurde, 


durichwegs i in der Dunkelkammer mit orangefarbenem Licht gearbeitet. 


‘ Zur Bestimmung der Aktivitaét diente der Wentsche Avena-Test 
in der seit Jahren bewahrten Ausfiihrungsweise (Temperatur 23°, 
Feuchtigkeit 92°, Agarwiirfelchen 2X2 x0,45 ccm; Verdiinnungs- 
lésung 160 mg KCl mit 0,2 ccm Kisessig pro Liter). Fiir die einzelnen 
Bestimmungen verwendeten wir 9 bis 12 Pflanzen, jede Auswertung 
wurde zur Kontrolle mindestens einmal wiederholt. Um die Tages- - 
schwankungen zu kompensieren, wurde stets eine Standardlésung von 
B-Indolylessigsiure in der 10-7 und 0,5-10~’ mitgeprift. 


II. Nachweis eines neben B-Indolyl-essigsiure 


Zur Charakterisierung des aktiven Extrakts aus den Sporangien- © 
trigern von Phycomyces wurde zunichst das Molekulargewicht des 
Wuchsstoffs mit Hilfe der Diffusionsmethode bestimmt. Die gefundenen 
Werte (168, 165 und 167) weisen auf das Vorliegen von Hetero-auxin, 
wie das nach einer friiheren Bestimmung von A.N.J. Heyn5) zu erwarten 
war. Es mu8te nun aber gepriift werden, ob sich das wirksame Prinzip 
auch bei der Behandlung mit Saure und Lauge vdéllig wie #-Indolyl- 
essigsiure verhalt. Hierzu wurden bestimmte Mengen des aktiven Roh- 
praparats drei Stunden mit 5%iger Salzsiure bzw. mit 5%iger Natron- 
lauge gekocht, die Lésungen — im letzteren Fall nach Ansiuern — 
ausgeithert und die Wirksamkeit des Atherriickstands untersucht. 
Wiahrend die Behandlung mit Lauge erwartungsgemaéB keinen meB- - 
baren EinfluB auf die Aktivitaét hatte, war nach.dem Kochen mit Saure 
etwa der 30. Teil der urspriinglichen Aktivitaét erhalten geblieben. Zu- 
nichst schien es natiirlich méglich, daB es sich um Versuchsfehler 
handelte. Die aktive Restlésung wurde daher nochmals drei Stunden > 
mit Salzsiure gekocht, wobei aber die Wirksamkeit nicht weiter ab- 
nahm; diese wurde erst durch Kochen mit Lauge vernichtet. Diese 


wichtigen Befunde lieBen sich auch bei neu dargestellten Extrakten 
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Bd, 280 (1944) Uber das Vorkommen von Auxin usw. 165 
bestatigen. Wie Tab. I zeigt, liegt das Verhiltnis 


zwischen 1/,, und 1/,,. Auch die Aktivitaiten pro mg Pilzmaterial (ex- 
trahierte Sporangientraiger bei 110° konstant getrocknet) sind recht 
gut ibereinstimmend. 


Tabelle I 

-- | Rema- | Remanente Getrocknetes Pilzmaterial 

| Aktivitat| “Totale | Gewicht] Aktivitat|} Aktivitat 

Nr. | inmg | promg]| promg | Aktivitat promg | promg 

I 250 |2200AE| 90 AE 1/25 27g | 18AE | 0,8AE 

II | 1800 | 65AE| 24AE}] 1/27 llg | 11AE | 04AE 

III | 210 |2800 AE] 100 AE 1/28 22g | | 1,0 AE 

Iv | 190 — 30g | | — 


Der in Tab. I angefiihrte Extrakt IV ist ebenso wie die anderen 
gewonnen, jedoch aus einer vier Wochen alten Kultur, deren Sporangien- 
trager nicht mehr phototropisch empfindlich waren. Es ist sehr .be- 
_ merkenswert, daf sich in diesem Falle nach der Séurebehandlung keine 
remanente Aktivitat nachweisen lieB. 

Bei dieser Sachlage schien es durchaus méglich, daB der siure- 
bestandige Streckungswuchsstoff der lichtempfindlichen Sporangien- 
triager mit Auxin-a identisch sein kénnte. Wiahrend £-Indolyl-essig- 
saéure — entsprechend ihrer Bildung durch Abbau des Tryptophans — 
biologisch kein seltener Stoff ist, hat man die eigentlichen Auxine in 
der Pflanze stets nur in Spurenkonzentration angetroffen. Wenn das 
Auxin der Sporangientrager ahnliche physiologische Funktionen zu 
erfiillen hat wie jenes der Graserspitzen, so wird man erwarten, daB es 
in vergleichbarer Konzentration vorkommt. Um dies zu priifen, wurden 
von Herrn Dr. W. F. F. Oppenoorth nach der von ihm ausgearbeiteten 
Methode®) 84 Spitzen von Avenakoleoptilen (Linge 3mm, Trocken- 
_ gewicht 3 mg) mit Ather extrahiert; als Mittel von 12 Bestimmungen 
ergab sich ein Gehalt von 10,2 AE. Dies entspricht bei Avenaspitzen 
einer Aktivitat von 3,4 AE pro mg Trockengewicht; fiir. Phycomyces 


fanden wir nach Tab. I Werte zwischen 0,4 und 1,0 AE fiir den saure- 


bestindigen Wuchsstoff. Die Konzentration ist also etwa viermal 
kleiner, liegt aber praktisch in der gleichen Gré8enordnung; iibrigens 
ist in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, dai die Auxin- 
Konzentration in den Wurzeln von Hafer ungefaihr 10°mal so klein ist 
wie in den Stengeln. 

| Zur Bestimmung des Molekulargewichts sind wir von einem Phyco- 
-myces-Extrakt ausgegangen, der nach. dem Kochen mit Salzsaure, 


Ausaithern und Aufnehmen des Atherriickstands in unserer iiblichen — 


‘Verdiinnungslésung eine remanente Aktivitait zeigte, die theoretisch 
ungefihr 40° Kriimmung entsprach. Bei den auf die gebriuchliche 


%) Proc. Kon. Akad. Wet. Amsterdam 42, 902 (1939). 
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Weise ausgefiihrten Diffusionsversuchen wurde dieses Praparat ab- 
wechselnd mit Heteroauxin gepriift. Abgesehen von einer miBgliickten 
Bestimmung erhielten wir fiir das Auxin aus Phycomyces der Reihe © 
nach folgende Werte fiir das Molekulargewicht: 311—369—299 und 
312, wihrend f-Indolyl-essigsiure die Werte 195—l 22-135 und 178 
lieferte. Aus den ersten vier Zahlen ergibt sich ein Mittelwert von 330, 
das ist also zufillig fast der theoretische Wert fiir Auxin-a (328). Alle 
Befunde sprechen somit tibereinstimmend fir die Iden- 
titat oder eine sehr nahe Verwandtschaft des Phycomyces-. 
auxins mit Auxin-a. 

An und fiir sich wire es wiinschenswert gewesen, auch bei anderen 
phototropisch empfindlichen Pilzen das Vorkommen von Auxin-a wahr- 
scheinlich zu machen. Hierfiir kimen Pilobolus und Mucor in Betracht, 
aber bei diesen beiden Pilzen sind die Sporangientrager viel kleiner 
als bei Phycomyces, so daB mit einer viel gréBeren Zahl von Kulturen 
gearbeitet werden miiBte. Uberdies ist die Ziichtung von Pilobolus- 
Reinkulturen im groBen schwierig, waihrend bei Mucor die geringe 
phototropische Empfindlichkeit einen sehr geringen Auxin-Gehalt ver- 
muten laiBt. All diese Umstinde haben uns veranlaBt, die Untersuchung 
auf Phycomyces zu beschranken. 

- Fiir die Beurteilung der Frage, welche Rolle Auxin-a bei der Photo- 
tropie spielt, ist das Auftreten dieses bzw. eines nahe verwandten Wuchs- 
stoffs in den lichtempfindlichen Sporangientrigern von Phycomyces 
sicherlich von grundsitzlicher Bedeutung. Es sei darauf hingewiesen, 
daB durch Arbeiten von W.H.Schopfer), E.S. Castle!) und 
E. Biinning!*) in den Sporangientrigern von Phycomyces das Vor-. 
kommen von f-Carotin nachgewiesen ist. Hiernach sind die Voraus- 

setzungen fiir die Photoinaktivierung von Auxin-a-lacton in dem photo- 
tropisch wichtigen Wellenbereich gegeben, wie dies in der vorangehen- 
den Mitteilung dieser Reihe dargelegt wurde. | 

Wahrend wir uns in chemischer Hinsicht mit den in dieser Arbeit 
beschriebenen Ergebnissen begniigen muBten, bestand noch die Még- 
lichkeit, auf pflanzenphysiologischem Wege einen direkten Beweis 
dafiir zu erbringen, daB Auxin-a und der saurebestiindige Wuchsstoff 
aus Phycomyces fiir die Phototropie funktionell gleichwertig sind. In 
den im Utrechter Botanischen Institut ausgefiihrten Versuchen zeigte 
es sich, daB das Auxin aus Phycomyces bei ,,entsaateten“’, zweimal. 
dekapitierten Haferkoleoptilen die phototropische Empfindlichkeit 
regeneriert; werden solche unter dem EinfluB von Phycomyces-Auxin 
stehende Koleoptilen einseitig bestrahlt, so findet an der Lichtseite 
eine stirkere Inaktivierung statt als in der Schattenflanke. Uber diese 
Befunde, welche eine wichtige Erginzung des chemischen_ ,,Indizien- 
beweises‘‘ darstellen, werden V. J. POMEE ene und B. Verkaaik 
an anderer Stelle niher berichten. 


10) C. r. Soc. Biol, Paris 118, 3 (1935). 
11) Cold Spring Harbour Symp. 8, 224 (1935). 
12) Planta 27, 151 (1937). 
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Uber die Antipoden der a-(@’Indolyl)-propionsdure 
_ und ihre verschieden starke physiologische Wirksamkeit 


38. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe') 
Von 
Fritz Kégl und Bernard Verkaaik?) 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
at _ (Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1943) 


~Wahrend die schwierige Zuginglichkeit und die komplizierte 
Struktur der Auxine-a und -b das Studium der Konstitutionsspezifitat 
erschwerte, lud der einiache Molekilbau der $-Indolyl-essigsiure seit 
der Entdeckung ibrer Wirkstoffnatur*) dazu ein, zahlreiche andere, 
mehr oder weniger verwandte Stoffe auf ihre Wirksamkeit als Streckungs- 
wuchsstoff zu priifen. Wir haben im Jahre 1935 unter Verwendung des 
Wentschen Avena-Tests. untersucht*), in welcher Weise die physiolo- 
gische Aktivitat durch Veranderungen am Indolkern oder an der Seiten- 
kette beeinfluBt wird. Die meisten Variationen im Molekiilbau beein- 
trachtigen hierbei die Wirksamkeit erheblich; bei der Anwendung von 
Testmethoden, die keinen physiologischen Transport in der Pflanze- 
voraussetzen, zeigte sich jedoch eine auferordentliche Verminderung 
der Konstitutionsspezifitét. Dies ergab sich bei der Einwirkung auf 
gespaltene Erbsenstengel®), einem Testobj ekt von akademischem fist. 
esse, sowie vor allem bei der auch praktisch wichtigen Behandlung von 


Stecklingen 6), Auf diese Weise wurde eine stattliche Zahl mehr oder - 


weniger wirksamer Stoffe bekannt und diese ,,Inflation* hat natiirlich 


die Klarstellung der Verhialtnisse nicht, gerade erleichtert; es liegen © 


jedoch Anlaufe vor, um einen gemeinschaftlichen Nenner fir die Viel- 
heit der aktiven Stoffe zu finden’). 

In unserem Institut wurde auf dem Gebiet der 
in den letzten Jahren nur ein spezielles Problem untersucht, dem aller- 


1) 37. Mitt,. Diese Z. 280, 162 (1944). 

2) Vgl. Diss. B. Verkaaik, Utrecht, 16, Marz 1942. . 
vane F. Kégl, A. J. Haagen Smit und H. Erxleben, Diese Z. 228, 89. 
(1934) 

4) F. Kégl u. D. G. F. R. Kostermans, Diese Z. 235, 201 (1935). 

5) A. J. Haagen Smit, F. W. Went, Proc. Akad. Wetenschappen, Amster- 
dam, 88, 852 (1935). 

6) Vel. vor allem die Arbeiten von P. W. Zimmerman und F. Wilcoxon, 
Contrib. Boyce Thompson Inst. 7, 209 (1935); P. W. Zimmerman, A. E. Hit- 
cheock, F. Wilcoxon, ebenda, 8, 105 (1936), 10, 363, 481 (1939). 

) J.B. Koepfli, K. V. Thimann, F. W. Went, J. Biol. Chem. 128, 763 
(1938); vgl. auch H. Veldstra, Enzymologis, im Druck. 
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dings in theoretischer Hinsicht besonderes Interesse zukommt. Wir 


haben bereits im Jahre 1935 mitgeteilt, daB die «-(6’-Indolyl)-pro- 

CH, pionsaure (I) im Avena-Test verhiltnismaBig 
coon Stark wirksam ist. Diese Verbindung besitzt 
C) DM | ein asymmetrisches Kohlenstoffatom und es 


et erhob sich deshalb die Frage, ob die beiden Anti- 
ne poden eine verschieden groBe Aktivitat zeigen 
H a wiirden. | 


Die racem. Saéure ist im Jahre 1905 von A. Ellinger®) aus dem 
Phenylhydrazon der Aldehydo-isobuttersiure dargestellt worden. Wie 
Herr J.K. Bottema in unserem Institut fand, laBt sich diex-(6'-Indolyl)- 
propionsaéure besser entsprechend dem von R. Majima®) und T. Ho- | 
shino fiir f-Indolyl-essigsiure angegebenen Verfahren gewinnen. In 
unserem Fall wurde Indolyl-magnesiumjodid mit «-Brompropionitril — 
umgesetzt und das erhaltene Nitril mit Baryt verseift. Durch Spaltung ~ 
der racemischen Saure mit Hilfe von Cinchonin konnte der linksdrehende ~ 
Antipode isoliert werden ([«]p = —'77° + 2°); spater gelang es Herrn 
G. C. van Wessem iiber das Chininsalz auch die rechtsdrehende Form 
({a]p = + 77° + 2°) zu erhalten und Fri. M. A. M. Klompé hat dann > 
gréBere Mengen der Antipoden fiir unsere Versuche dargestellt. Wie 
in einem Vortrag 10) bereits kurz mitgeteilt wurde, zeigen die beiden 
Antipoden im Avena-Test einen iiberraschend groBen Aktivitétsunter- 


schied : 
Wirksamkeit der rac. Séiure etwa 23 Milliarden AE pro g 


39 39 (+)! 39 99 48 99 99 29 99 
29 29 (—) 9 29 1,6 29 29 

Da die Aktivitét der Streckungswuchsstoffe nicht an einen be- 
stimmten Strukturtyp gebunden ist, muB man den hier in Erscheinung 
tretenden Einflu8 des stereochemischen Baus als sehr auffiallig 
bezeichnen, zumal ja die «-(f’-Indolyl)-propionsaure der Pflanze nicht 
vertraut ist. 

Wir haben aus diesem Befund den Schlu8 gezogen, ,,daB diese 
Sauren in der Pflanze mit asymmetrischen Stoffen reagieren, von denen, 
die Antipoden anscheinend verschieden stark adsorbiert werden“. 
Wahrend man eine solche Erscheinung in der Tierphysiologie nicht 
oder nur mit sehr groBen Schwierigkeiten weiter analysieren kénnte, 
war es bei unserem pflanzlichen Versuchsobjekt durch die verschieden- 
artigen Testmethoden mdglich, die Ursache des Aktivitatsunterschieds 
der beiden Antipoden aufzuklaren. 

Die Untersuchung ist in enger Zusammenarbeit mit dem Bota- : 
nischen Institut unserer Universitat entstanden. Uber die Einzelheiten 
der pflanzenphysiologischen Versuche werden V. J. Koningsberger 


8) Ber. Dtsch. Chem. Ges. 88, 2884 (1905). 
%) Ber. Dtsch. Chem. Ges. 58, 2042 (1925). 
10) Vortrag an der Universitat Wien am 24. Mai 1937; Naturwiss. 25, 465 


(1987). 
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und B. Verkaaik a.a. 0. berichten; an dieser Stelle beschranken wir 


uns darauf, die angewandte Methodik und die erhaltenen Ergebnisse 


in Form einer Ubersicht zu besprechen. 

An erster Stelle war zu priifen, ob die beiden spiegelbildlichen 
Wuchsstoffe am Reaktionsort selbst in verschiedenem Ma8e wirksam 
_ sind oder ob der beobachtete Aktivitatsunterschied durch ungleichen 


Transport in der Pflanze verursacht wird. Dies muBté sich mit Hilfe — 


des ,,Zylinder-Tests“ von J. Bonner!) entscheiden lassen. Hierbei 
wird aus der Haferkoleoptile die Zone 6 bis 7,5 mm unter der Spitze 
mit einem Mikrotom abgetrennt und das erhaltene Zylinderchen in 
eine von Luft durchstrémte Lésung des betrefienden Wuchsstoffs 
gebracht. Letzterer kann durch Diffusion von allen Seiten rasch in das 
Zylinderchen eindringen, so da8 also im Gegensatz zum Wentschen 
Kriimmungstest kein physiologischer Transport zur Wachstumszone 
erforderlich ist. Die Lange der Zylinderchen haben wir 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 
und 24 Stunden nach dem Eintauchen in die Lésungen unter dem Mi- 


kroskop bei orangefarbenem Licht mit einem Okularmikrometer ge- | 


messen. Auf diese Weise wurden Lésungen des Racemats und der beiden 
Antipoden der «-(f’-Indolyl)-propionséure in den Konzentrationen 
10-4 (100 mg pro Liter) 10-5, 10-*, 0,5-10-*, 10-7 und 10-* gepriift, 
wahrend das Wachstum in dest. Wasser als Kontrolle diente. Wegen 
der auch hier auftretenden Testschwankungen haben wir die genannte 
Versuchsreihe fiir jeden der drei Stoffe insgesamt zehnmal ausgefiihrt 
‘und hieraus die Mittelwerte berechnet. 


Tabelle 
Wachstum von Koleoptilzylindern von Hafer in dest. Wasser 
(Mittelwerte von Messungen an je 300 Zylindern) 


nach Stunden 1 3 | 4 24 
%, Wachstum 6,3 | 10,7 | 13,0 | 14,3 | 15,3 | 16,1 | 25,0 
Tabelle II 


Zuwachs (%) der Koleoptilzylinder von Hafer in Lésungen von 
(+)-, (—)- und racem. propionsaure versomiedensr 
onzentration 


(Mittelwerte von Messungen an je 100 Zylindern; der prozentuale Gawechs ist 
umgerechnet auf den Shanda saiveeuch mit dest. Wasser) 


nach | 0,5- 10-8 
] 6,4 6,5 6,5. 7,8 7,5 7,8 8,0 8,2 8,1 
12 11,7 | 11,3 | 11,8 | 15,0 14,5 14,8 15,1 15,1 | 15,2 
3 15,7 | 15,2 | 16,2 | 20,6 | 20,6 | 20,0 | 21,0 | 21,0 | 21,1. 
4 17,9 | 17,9 | 19,7 | 25,6 | 25,2 | 24,3 | 25,4 | 26,5 | 25,9 
5 19,9 | 20,5 | 22, 4 |} 28,5 | 29,1 | 27,5 | 29,0 | 30,6 | 29,8 
6 21,3 | 22,8 | 24, ‘4 30, 8 | 32,0 | 30,5 | 31,2 | 34,1 | 33,0 
24 33,6 | 36,6 | 36 5 ' 45,6 50,3 46,7 48,6 | 53,9 | 50,8 
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1 8,8 8,4 >} 9,5 | 10,9 | 11,6 } 11,1 | 12,1 9.6 | 10,4 

2 15,9 | 16,1 | 17,3 | 19,0 | 19,0 | 18,8 | 12,3 93 | 10,4 

3 21,3 | 21,1 [+ 23,2 | 23,4 | 24,4 | :23.0. 8,3 5,7 6,7 

4. 25,5 | 25,8 | 27,1 | 25,8 | 27,6 | 25,8 5,5 3,8 | 4,6 

5 28,2 | 30,0 | 30,0 | 27,3 | 29,8 | 27,9 |: 4,2 2,9 3,7 
6 30,1 |°33,2 | 32.3 } 31,3 |: 29,2 3,7 2,7 3,4. 

24 45,4 | 52,0 | 47,1 | 37,4 | 39,6 | 38,0 3,0 2,0 2,8 


Aus Tab. II ist zu entnehmen, daB bei der Konzentration 10-4 


_ das Wachstum nur in der ersten Stunde geférdert, dann aber gehemmt 


wurde. Das optimale Wachstum erfolgte bei der Konzentration 0,5 - 10-®. 
Wie man sieht, zeigt sich aber in keiner der Versuchsreihen ein charak- 
teristischer Unterschied in der Aktivitét der drei Praparate. Wir 
kommen somit zu dem wichtigen Ergebnis, daB die beiden 
spiegelbildlichen Wuchsstoffe gleich wirksam sind, wenn 
sie unmittelbar auf die Zellen der Wachstumszone ein-: 
wirken kénnen. Die gréBere Aktivitéat der 
{(+)-Siure beim Krimmungstest muB also durch einen Un- 
terschied beim physiologischen Transport verursacht sein. 
Fiir die weitere Beurteilung der Verhialtnisse ist es notwendig, 
sich die physiologische Grundlage des Kriimmungstests zu vergegen- 
wartigen. Man ruft hierbei eine ungleiche Wuchsstoffverteilung her- 
vor, indem man das Agarwiirfelchen einseitig auf den Koleoptilstumpf 
setzt. Wenn die Wuchsstoffkonzentration zu grof ist, so erhalt jedoch 
auch die andere Flanke zu viel Wuchsstoff, so daB die Kriimmung 
kleiner wird oder ganz verschwindet. Wie in diesem Fall eine kleinere 


 Aktivitat vorgetiuscht wird, so kénnte auch die beim (—)-Wuchsstoff 
zu’ beobachtende geringere Kriimmung beziiglich der wirklichen Ak- 


tivitait zu einem FehlschluB fiihren, wenn dieser Antipode durch late- 


_ralen Transport nach der anderen Flanke ,,wegleckt“. 


Als Alternative blieb die Méglichkeit, daB der basipetale Trans- 
port der beiden Antipoden verschieden verlaiuft, und zwar miiBte hier- 
bei der Transport der (—)-Siaiure gehemmt sein, so daB sie die Wachs- 


tumszone nicht in dem gleichen Mafe erreicht wie der (+)-Antipode. 


Fiir die Richtigkeit der letzteren Annahme sprach die Beobachtung, 
da8B die von der (—)-Saéure hervorgerufenen Kriimmungen in der Zone 
unmittelbar unter der Spitze auftraten, wihrend die Kriimmungen 
bei der (+)-Form sich iiber ein viel gréBeres Stiick der Koleoptile er- 
strecken. 

Eine endgiiltige Entscheidung lieB sich von der direkten Messung 
des Lingenwachstums der Koleoptile bei aeymmdtniadher Applikation 


11) J. gen. Physiol. 17, 63 ( 1933). Wir beniitzten diese Methode unter Be- 
riicksichtigung der Abainderungen bzw. VYerbesserungen, welche von A. M. A. 


van Santen (Diss. Utrecht 1940) meet worden sind. 
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Bd. 280 (1944) Uber die Antipoden usw. rae 
der wuchsstoffhaltigen Agarwiirfelchen erwarten. Die Bestimmungen 
erfolgten nach dem von K. V. Thimann”) und J. Bonner angegebenen 
Prinzip, jedoch mit Hilfe mikroskopischer Ablesungen. Die Ergebnisse 
sind in Tab. III zusammengestellt, wobei wir wiederum davon absehen, 
an dieser experimentelle Einzelheiten wiederzugeben. 


Tabelle III 


Wachstumsgeschwindigkeit dekapitierter Haferkoleoptilen (inmm 
pro Viertelstunde) unter dem EinfluB von (+)- und 
Indoiyl)-propionsdure 


f 


Konzentrat. | 10-8 10-7 | 10-* 


kapitation in | (+) | (—)}(+)](—)|(+)] (—) | (+) (—) | (4) (—) | 
Viertelstund. | ager 


2 14 | 14 | 21 | 19 | 21 | 17 | 22 | 18 | 24 f 22 15 
3 10 | 9 | 23 | 20 | 18 | 14} 23 | 14 | 21 | 18 9 
4 s | s|20] 14119 | 13} 23 | 12 | 20 | 21 5 
9| 20] 18] 21 | 13 | 22] 17 4 
6 8117]-9] 18] 10| 23 | 12 | 191 17 4 
7 10 | 9| 21] 9 | 22 | 14] 23 | 17 3 
8 12/101 16] 8 | 22] 11 | 25 | 14 | 21 | 15 3 
9 |17 | 7] 26111 | 24 | 15 | 21] 17 2 
10 16 | 11 | 18 | 7 | 22] 11 | 25] 15 | 21 | 17 3 
11 | 18 | 8 | 22] 11 | 25 | 15 | 22 | 18 
12 10/18 | 9 | 94] 11 | 25 | 15 | 23 | 19 1 
g | 24] 11 | 24] 14 | 24 18 


13 17 17 


Die Versuche bestaétigen die Annahme, da8 der Ak- 
tivitatsunterschied der beiden Antipoden durch die ver- 
schiedene basipetale ,,Transportfaihigkeit‘ zustande kommt. 
_ In physiologischen Konzentrationen (10-° und 10-") erreicht die 
(+-)-Saure innerhalb einer Stunde die Zone des maximalen Wachstums, 
welche nach G. 8. Avery?) und P. R. Burkholder 6—8 mm unter- 
halb der Spitze, also 3—5 mm unter dem Agarwiirfelchen liegt. Bei 
hdheren Konzentrationen beobachtet man kaum mehr eine Steigerung 
der Wachstumsgeschwindigkeit, da der Wuchsstoff hier keinen be- 
grenzenden Faktor darstellt. 
| Im Gegensatz hierzu dringt die (—)-Saure, wenn sie in physiolo- 
gischer Konzentration angewandt wird, in der gleichen Zeit noch kaum 
bis zur Wachstumszone vor; bei héherer Konzentration ist dies da- 
gegen der Fall, so beobachtet man bei 10-* schon in der ersten Stunde 
eine deutliche Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit. In Fig. 1 
sind die Verhiltnisse schematisch dargestellt. | 
In unseren Haferkoleoptilen ist die Transportgeschwindigkeit 
des einzelnen Wuchsstoffmolekils unabhingig von der Konzentration 
konstant. Die Transportintensitat nimmt dagegen. in 


12) Proc. Roy. Soc. London B 188, 126 (1933). 
18) Bull. Torrey Bot. Club 68, 1 (1936). 
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a) Subphysiol. _ b) Physiol. c) Supraphysiol. 


Konz. Konz. Konz. 
Fig. 1 
~~ Die punktierte Fliche gibt die Wachstumszone an; die Pfeile stellen 


den Weg dar, der von den beiden spiegelbildlichen Wuchsstoffen unter 
den betreffenden Versuchsbedingungen zuriickgelegt wird. 


Richtung bis zum Nullwert ab; letzterer wird nach einem um so gréBeren 
Abstand erreicht, je héher die Anfangs-Konzentration ist. Bei unserem 
Fall sahen wir uns deshalb veranlaBt, unabhaingig von Transport- 
geschwindigkeit und -intensitét den Begriff Transportfahigkeit ein- 
zufiihren. Die Molekiile der beiden Antipoden wandern nach unserer 
Auffassung mit gleicher Geschwindigkeit in der Richtung zur Basis; 
der beobachtete Unterschied wird durch eine verschieden hohe Ver- 
lustquote beim Transport beider Molekiilarten verursacht. Es liegt 
nahe, deren Ursache in einer selektiven Adsorption der (—)-Saure an 
einen unbekannten asymmetrischen Bestandteil der Koleoptilzellen zu 
suchen. Geht man von der racemischen «-(f’-Indolyl)- pro- 
pionsadure aus, so sind die: Verhaltnisse mit einer chro- 
matographischen Fraktionierung nach Tswett zu _ ver- 
gleichen, die hier in der Koleoptil-,,Saule“ zu einer par- 
tiellen Racematspaltung"™) fiihrt. Bei dem an und fiir sich sehr 
einleuchtenden Vergleich darf man jedoch nicht auBer Acht lassen, 
da8B wir in der Koleoptile den in vieler Hinsicht ratselhaften polaren 
Transport der Wuchsstoffmolekiile haben’ Die gewéhnliche Diffusion 
diirfte nur bei sehr hohen Konzentrationen eine Rolle spielen und bei 
diesen kann dann auch die (—)-Siéure die Wachstumszone erreichen. 

Es schien denkbar, daB die Adsorption des (—)-Antipoden im 
oberen Teil der Koleoptile irgendwie den Mechanismus des normalen 
physiologischen Transports beeintrichtigt oder vielleicht iberhaupt 
den Transport eines anderen Wuchsstoffs blockieren wiirde; diese Frage 
wird in der Mitteilung von V. J. Koningsberger und B. Verkaaik 

niher behandelt. 

Im Rahmen der vorliegenden Veréffentlichung sind er Versuche 
zu besprechen, durch welche gepriift wurde, ob die beiden Antipoden 


auch in vitro an das Zellmaterial der Haferkoleoptilen in verschie- 


denem Mafe gebunden werden. Es war fraglich, ob das betreffende 


14) Vgl. die im Laboratorium nach dem Tswett-Prinzip mit Hilfe von 
Lactose als Adsorbens ausgefiihrte partielle Spaltung eines Racemats. [G. M. 
Henderson und H. Gordon Rule, Nature 141, 917 (1938); vel. ferner G. Ka- 

racunis und G. Coumoulos, ebenda 142, 162 (1938)]. 
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asymmetrische ,,Adsorbens* durch Extraktion von unléslichen Be- 
standteilen abzutrennen sein wiirde; wir haben desbalb fiir die folgen- 
den Versuche das unfraktionierte Zellmaterial in Breiform verwendet. 

Drei Portionen von je 250 Haferkoleoptilen +) (4 Tage alt) wurden 
mit etwas Quarzsand zu einem Brei verrieben. Zu zwei Portionen haben 
wir je 5ccm einer Liésung von (+)- bzw. 
siure gegeben und hierauf diese beiden Portionen und die dritte mit 
dest. Wasser auf ein Gesamtvolumen von je 50 ccm gebracht. Die 
Wuchsstoffkonzentrationen der ersteren betrugen dann 10-7. Die 
Suspensionen lieBen wir bei Tageslicht zwei Stunden stehen; hierauf 
haben wir zentrifugiert und die Aktivitét der tiberstehenden Fliissig- 
keiten im Zylindertest gepriift, wobei zum Vergleich neben dest. Wasser 
unbehandelte Lésungen der beiden Antipoden ausgewertet wurden. 
Es zeigte sich jedoch, da8 die vom Zellmaterial abgetrennten Lésungen 
— wohl durch enzymatische Vorginge — rasch verdorben waren, so 
da8 sich der Zylindertest nicht mehr einwandfrei ausfiihren lieB. SchlieB- 
lich kamen wir zu folgender Arbeitsweise: Der nach dem Zentrifugieren 
erhaltene Riickstand wurde mehrmals mit Wasser ausgewaschen; 
hierauf haben wir die vereinigten waBrigen Lésungen eine halbe Stunde 
auf 80° erhitzt, wiederum zentrifugiert und die tiberstehenden Fliissig- 
keiten mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherextrakte wurden (zur Tren- 
nung der entstandenen Emulsionen) tiber N aSO, getrocknet und der 
Ather nach Zusatz von einigen com Wasser im Vakuum eingedampft. 
Auf diese Weise gelangten die eventuell vorhandenen Wuchsstoffe in 
die waBrige Restlésung, die jeweils auf 50 ccm verdiinnt wurde. Nun- 
mehr lieB sich der Zylindertest in normaler Weise ausfiihren, die bei 
den Rohextrakten stérenden Stoffe sind demnach nicht in Ather lés- 
lich. Falls der gebundene Wuchsstoff nicht mit dem Zellriickstand 
oder den Ausflockungen entfernt worden war, bestand nun allerdings 
die Gefahr, daB ein labiler Komplex beim Ausithern der waBrigen 
Lésungen wieder in die Komponenten zerlegt wiirde. Es hat sich jedoch 
gezeigt, daB dies in Wirklichkeit keine Rolle spielte. Der Test erfolgte 
mit je 10 Koleoptilzylinderchen und zwar wurden die mit dem Koleoptil-_ 
_brei behandelten, sowie die unbehandelten Lésungen der beiden spiegel- 
bildlichen Wuchsstoffe ausgewertet, wahrend Blankoversuche mit 
dest. Wasser zur Kontrolle’*) dienten. Die Ergebnisse sind in Me 2 
graphisch dargestellt. 


_ 15) Die Menge der bendtigten Haferkolesptilen ergab sich aus einer Uber- 
schlagsrechnung. Bei Kriimmungstests werden von einer Lésung des (—)-Anti- 
poden der Konzentration 10~* durch eine 3 mm lange Koleoptilhalfte 2 x 2 x 
0,5 = 2 cmm gebunden. 250 Koleoptilen von 30 mm binden demnach 250 x 2 X 
10 x2cmm = 10 ccm Wuchsstofflésung der gleichen Konzentration baw. 100 com 
der Konz. 10-7. Da wir nur 50 ccm verwendeten, war also véllige Bindung zu er- 
warten, allerdings unter der Voraussetzung, daB die adsorbierende Substanz nicht 
nur im oberen Teil der Koleoptile vorkommt. — 

18) Da die Kurven fiir dest. Wasser (mit und ohne Einwirkung des Koleoptil- 
breis) zusammenfallen, ist zu folgern, da8 das native Auxin-a der Koleoptilen 
inaktiviert oder nur in zu vernachlaéssigender Konzentration vorhanden ist. 
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 SWachstum 


@----@(-) 


Wasser 


(-) 
a----« Wasser 


(+) Sdure mit Brei behandelt 


(¢) Séure ohne Behandlung 


Fig. 2 


Wachstum-Zelt-Kurven v. Avena-Koleoptilzylindern 


Man erkennt, daB die Wirk- 
samkeit des (-+)-Antipoden 
durch die Behandlung mit Ko- 
leoptilbrei nicht* wesentlich 
beeintrachtigt wurde, wahrend 
jene des unbehandelt ebenso 
aktiven (—)-Antipoden nach 
der Einwirkung des Kole- 
optilbreis sich praktisch von 
der fir dest. Wasser kaum 
unterscheidet. 

Uber die Art der asymmetrischen 
‘Gewebekomponente !’) 14Bt sich auf 
Grund der Léslichkeitsverhaltnisse 
nur aussagen, daB es sich nicht um 


ein Lipoid handeln diirfte; man wird 


vor allem an Proteine und Kohlen- 
hydrate denken, die vorliegenden 
Befunde lassen jedoch keine weitere 
Zum SchluB sei noch erwahnt, 
daB wir die beiden Antipoden der | 
«-(B’-Indolyl(-propionsaure in orien- 
tierenden Versuchen auch auf ihre 
Aktivitat bei der Bewurzelung von 
Stecklingen untersuchten und zwar 
im Tomatentest von A. E. Hitch-— 
cock’) und P. W. Zimmermann. 
Da hierbei — soweit man dies 
bisher beurteilen kann — die 
Wuchsstoffe unmittelbar an 


(1,5, lang, Zone Bpitze) der Erfolgsstelle einwirken, 
n Lésungen von und (—)-«-(6’-Indolyl)-propion- 
sadure (Konseutestion 10°"), und ohne Vorbehand- hatten wir keinen Aktivitiats- 
jung durch Einwirkung eines Breis aus 250 A vena-K oleop- ; ; . 
tilen, (Die Punkte sind Mittelwerte fir 60 Zylinderchen) UBterschied zwischen beiden 
Antipoden erwartet. In Wirk- 


lichkeit war jedoch die (+)-Séure etwa fiinfmal aktiver und tiberdies 
waren die Wurzeln iiber einen Abstand von 5—8 cm verteilt, wihrend 
sie bei der (—)-Saure, ebenso wie bei Hetero-auxin, nur am unteren 
Ende des Stecklings auftraten. Um endgiiltige SchluBfolgerungen zu 
_ziehen, ist jedoch unser Versuchsmaterial (insgesamt 168 Stecklinge) 
noch. zu klein; es wird insbesondere erforderlich sein, auch mit Steck- 


17) Es ist in diesem Zusammenhang von Interesse, darauf hinzuweisen, daB 
die Spaltung racemischer Farbstoffe mit Hilfe von Wolle, welche haufig versucht 
wurde, bisher nicht oder jedenfalls nicht mit Sicherheit gelungen ist. Vgl. u. a. ° 
W. R. Brode und R. Adams, J. Am. Chem. Soc. 48, 2193 (1926). ay 
W. R. Brode und R. E. Brooks, J. Am. Chem. Soc. 68 923 (1941). 

18) Contrib. Boyce Thompson Inst. 9, 463 (1938). 
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lingen anderer Pflanzenarten zu arbeiten. Vielleicht wird man die Ver- 
haltnisse erst verstehen kénnen, wenn allgemein tiber den Mechanismus 
der Wurzelbildung mehr bekannt ist. 


Priparativer Teil 3 


(Unter Mitarbeit von J. K. Bottema, G. C. van Wessem und M. A.M. Klompé) : 
«-Brom-propionitril. Je 20g a-Brom-propionséureamid (dargestellt 


nach Steinkopf}*)) wurden auf dem Olbad unter vermindertem Druck mit 


20 g P.O, destilliert und die vereinigten Destillate zweimal im Vakuum fraktio- 


niert; K. P. 13 mm 42°; Ausbeute 69%. 3 
C;H,NBr (134,0) Ber.: Br 59,70 Gef. Br 59,59; 59,73. 
a-(’-Indolyl)-propionitril®°), Zu einer Lésung von Athyl-magne- 
siumjodid (dargestellt aus 33 g C,H,J und 5 g Mg) wird unter Kiihlung langsam 
eine Lésung von 18 g Indol in 25 ccm Ather gegeben, wobei, Athan entweicht. 
Das Reaktionsgemisch wird nun 1 Stunde zum Sieden erhitzt und nach dem Ab- 
kiihlen langsam 21 g «-Brom-propionitril, im gleichen Volumen Ather gelést, 


zugefiigt; hierbei bilden sich zwei Schichten. Man erhitzt.dann etwa 6 Stunden | 


zum Sieden, wobei sich die untere Schicht in eine zihe braune Masse verwandelt. 
_ Nach dem Stehenlassen iiber Nacht wird unter Kiithlung 50 com Ather, 50 ccm 
_Eiswasser, sowie 50 ccm 2 n-Essigséure zugefiigt und kraftig geschiittelt. Die 
rotbraun gefarbte Atherlésung wird zur Entfernung der Essigsaure mit Bicar- 
- bonat behandelt und hierauf mit Wasserdampf destilliert, wobei ne ben Ather 
geringe Mengen nicht umgesetzte Ausgangsstoffe iibergehen. Das im Kolben 
zuriickbleibende dunkelbraune O1 wird in Benzol aufgenommen, die Lésung iiber 
Na,SO, getrocknet und der nach Abdampfen des Benzols verbleibende Riick- 
stand bei 0,09 mm destilliert; K. P. 169,5°. Das etwas gelbliche, sirupése Nitril 
_ kristallisiert, wenn es einige Zeit bei 0° aufbewahrt wird. Ve 
Analyse (Schoeller, Berlin) 


(170,1) C 77,64 H5,88 N16,47 
Gef. C77,50 H5,87 N16,48 


rac. Nach dem Ergebnis von Vorver- 


suchen 148t sich die Verseifung des Nitrils statt mit KOH besser mit Ba(OH), 
ausfihren. Das Nitril (15,5 g) wird 7 Stunden mit 10%iger Baryt-Lésung ge- 
kocht, dann zur Entfernung von Ausgangsmaterial sowie von Begleitstoffen aus- 


geithert, hierauf mit 2 n-HCl neutralisiert, einige Male mit Ather ausgeschiittelt 


und letzteres nach Ansiuern noch mehrmals wiederholt. Die vereinigten Ather- 
ausziige liefern nach dem Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen einen hell- 
braunen zahen Sirup, der nach Trocknen im Vakuum beim Anreiben kristalli- 
siert. Das Rohprodukt wird dreimal aus Benzol umkristallisiert (das erste Mal 
unter Zusatz von Norit). Da sich die Verbindung beim Erwarmen in Lésungs- 
mitteln ziemlich leicht zersetzt, ist es empfehlenswert, die Atherausziige bei tiefer 
Temperatur im Vakuum einzudampfen und auch beim Umkristallisieren aus 
Benzol nur méglichst kurz zu erhitzen. Die vdéllig farblosen Kristalle schmelzen 
bei 111° (unkorr.); Ausbeute 38% bezogen auf Indol. 
C,,H,,O.N (189,1)  Ber.: C 69,84 H5,96 N7,43 
 Gef.: C 69,55 H5,82 N7,41 


Darstellung der Antipoden 
(—)-«-(£’-Indolyl)-propionséure. Das trockene Gemisch von 1,89 g 
rac. Sdéure und 2,94 g Cinchonin wird in 10 ccm Alkohol gelést und bis zur blei- 
benden Triibung Wasser zugesetzt. Beim Aufbewahren im Kiihlschrank scheidet 
_ sich bald ein zaher Sirup aus, der jedoch erst nach einigen Wochen zu kristalli- 


19) Ber. Dtsch. Chem. Ges, 88, 2695 (1905).. 
2°) Vgl. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 58, 2044 (1925). 
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sieren beginnt. Der von der Mutterlauge abgetrennte Bodenkérper wird durch 
_ haufiges Anreiben und weiteres Aufbewahren bei 0° allmahlich vollig kristallin. 
Das Cinchoninsalz zeigt in 2,5%iger alkoholischer Lésung [«]p = + 105°; nach 
: Umkristallisieren (durch Auflésen in Alkohol, Wasserzusatz und Aufbewahren 
| iiber Nacht) betraigt die spez. Drehung [«]p = + 108° und nach nochmaligem’ 
1 | Unkristallisieren [x]p = + 107° + 2° (zuletzt in 1%iger alkoholischer Lésung). 
: Zur Zerlegung wird das Cinchoninsalz in wenig Alkohol gelést und das Alka- 
loid durch Zusatz von 2 n-NaOH ausgefallt. Das Filtrat wird angesiuert und 
ausgeithert; der nach Abdampfen des Athers verbleibende gelbbraune Sirup 
wird rasch kristallinisch. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Benzol wer- 
den fast farblose Kristallchen vom Schmelzpunkt 138—139° erhalten (Schmelz- 
punkt der rac. Séiure 111°). 8,2 mg Subst. in 0,656 cem Alkohol; ldm;a = — 0,97. 
; [~|]p = — 78° + 2° 
C,,H,,0.N (189,1) Ber. C 69,84 H5,82 N7,41 
Gef. C 70,02 H5,76 N7,28 
(+-)-«-(8’-Indolyl)-propionsaure. Das trockene Gemisch von 1,89 g 
rac. Sdiure und 3,24 g Chinin wird in 15 cem Alkohol gelést und bis zur bleibenden 
Triibung Wasser zugesetzt. Beim Aufbewahren im Kihlschrank scheidet sich 
nach einigen Tagen ein hellgelber Sirup aus, der nach AbgieBen der Mutterlauge 
_ und Anreiben bald fest wird. Das Salz wird mehrmals aus Alkohol umkristalli- 
. siert, wobei man schéne, zu Rosetten gruppierte, farblose Nadelchen erhalt. 
Spez. Drehung nach viermaligem Umkristallisieren (10,8 mg Subst. in 1,08 com 
Alkohol; 1 dm; « = — 1,04°): 
= — 104+ 2° 
Nach sechsmaligem Umkristallisieren: 
= — 104 ‘90. 
Das reine Chininsalz (345 mg) wird zur Zerlegung in Alkohol gelést, bis zur 
alkalischen Reaktion mit NaOH versetzt und solange Wasser zugegeben, bis das 
Chinin vollig ausgefallt ist. Der nach Ansauern, Ausaithern, Trocknen. tiber 
Na,SO, und Eindampfen erhaltene braune Sirup wird durch wiederholtes An- 
reiben mit Benzol allmahlich fest. Nach viermaligem Umkristallisieren aus trock. © 
Benzol (zuerst unter Zusatz von Norit) wird ein fast farbloses Praiparat erhalten. 
Schmelzpunkt 138—139°; Ausbeute 28 mg. . 
6,8 mg in 0,544 ccm Alkohol; 1 dm; « = + 0,95°. 
[~]p = + 76° + 2°. 
Schmelzpunkt eines Gemisches gleicher Mengen der Antipoden: 105—111°. 
Analyse (Schoeller, Berlin) 
4,358 mg Subst.: 11,115 mg CO,, 2,36 mg H,O, 0,018 mg Riickst. 
2,998 mg Subst.: 0,19 ccm N, (24°, 759 mm). 
(189,1) Ber. C 69,84 H5,82 N7,41 
. | Gef. C 69,85 H6,01 N 7,28 


| Gewinnung der (—) Form nach Isolierung des (+)-Antipoden 

; | Bei der Wiederholung der Spaltung zur Gewinnung etwas gréBerer Mengen 

: der Anttpoden haben wir ausgehend von 5,67 g rac. Séure zunachst das Chinin- 
salz abgeschieden ; nach sechsmaligem, Umkristallisieren: 4,1 g von der konstanten 
spez. Drehung [a]p = — 104° + 2° Aus diesem wurden in der oben beschriebe- 

~ nen Weise 720 mg des reinen (+-)-Antipoden von der spez. Drehung 


[«]p = + 77° + 2° 


erhalten. 


Aus den vereinigten Mutterlaugen erhielten wir nach der Zerlegung 2,1 g 
Saure zuriick, die einige Male aus trock. Benzol umkristallisiert bei 126° schmolz. — 
Dieses Praiparat wurde nun in das Cinchoninsalz ibergefihrt: nach fiinfmaligem 
Unmbkristallisieren aus verdiinntem Alkohol 3,95 g von [«]p = + 100° + 2°. Durch 
Zerlegung und die iibliche weitere Reinigung erhielten wir 620 mg des (—)-Anti- 
poden mit der spez. Drehung [a]p = — 77° + 2°, 
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> Uber den Bedarf hiherer Tiere an Vitamin-B Komponenten 
bei fettarmer und fettfreier Diat. Hl. 


Von 3 
Beth vy. Euler, Hans v. Euler und Inez Rénnestam-Saberg 
(Aus dem Vitamin-Institut der Universitit Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1943) 


Im Anschlu8 an unsere erste Mitteilung') haben wir unsere Ver- 
suche erneuert, eine Standardlésung fiir B-Vitaminversuche an Ratten 
auszuarbeiten, ,,durch welche einerseits ein Maximum an Wachstum et- 
reicht wird und die andererseits so zusammengesetzt ist, daB die Ver- 
suchstiere bei jeder Anderung der vorhandenen Menge einer Kompo- 
nente in kiirzester Zeit mit gr6Btméglichstem Ausschlag reagieren“. 

Wir haben jetzt eine Tagesdosis von folgender Zusammensetzung 


gepriift: 
_ Aneurinhydrochlorid 12 y Adenylsaure 20 y 
Nikotinséureamid p-Aminobenzoesiure 10 ,, 
Aderminhydrochlorid 15 ,, Pantothensaure © 100 ,, 
Laktoflavin 15 ,, Cholinchlorid 1000 ,, 
Die Grundkost war dieselbe wie in der friiheren Mitteilung, nimlich: 
Weizenstarke ~ 316 Teile Kasein 60 Teile 
Holzmehl Salzmischung 16. 


Diese Mischung wird zweimal wochentlich mit 0,1 ccm einer Lésung 
von Vitamin-A- und D-Konzentrat in Oliven6l erginzt. 

Zu der zu priifenden gelésten Tagesdosis, hier Standardlésung II 
(St.-Lés. II) genannt, haben wir fiir eine Tiergruppe Sojaél in einer 
Menge von 0,1 ccm je Tag und Tier zugesetzt. Diese Menge wurde gegen 
Ende der Versuchszeit auf 0,5 cem pro Tag und Tier erhéht, was etwa 
45 bzw. 225mg Linolsiure pro Tag bedeutet*). AuBer der obigen 
St.-Lés. II, mit und ohne. Fettzusatz, haben wir zu Wachstumsver- 
suchen Lésungen angewandt, in denen eine der obigen Komponenten 
fehlt, und zwar haben wir 

1. Adenylsdure, 2. p-Aminobenzoesiure und 3. Pantothensaure 
ausgeschlossen. 

SchlieBlich haben wir Ernahrungsversuche mit ind ohne p-Amino- 
benzoesaure bei einem geringeren Gehalt an Laktoflavin in der Vitamin- 
B-Lésung (7y pro Tag) ausgefiihrt. Wir haben nimlich durch die Er- 
_fahrungen fritherer Versuche einen gegenseitigen EinfluB dieser beiden 
. Stoffe fiir méglich gehalten. 


1) Euler, Euler und Saberg, diese Z. 277, 26 (1942). Siche daselbst 
Literaturhinweise auf iltere Arbeiten, besonders von Burr und Burr, Steen- 
bock und Gyé6rgy. 

2) Hilditech. Chemie und Technologie der Fette und Fettprodukte, Wien, 
Springer 1936. 
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Als Vergleichssubstanz wir, wie in friiheren Versuchen (I. 
200 mg trockene Brauereihefe verwendet. 

Nachdem die 43 Versuchstiere 3—4 Wochen B-frei ernahrt worden 
waren. und Gewichtsstillstand erreicht hatten (Vorbereitungszeit), wur- 
den sie in 8 Gruppen geteilt, mit 5—6 Tieren in jeder Gruppe. : | 


Vitamin-B-Nahrung der Gruppen: 


St. Lés. II. : | St. Lés. II aber mit nur 7y Lak- 
Gruppe I: ohne Zusatz toflavin. 
Gruppe II: + Sojaél Gruppe VI: unveradndert 


Gruppe VII: ohne p- yueunslenane 


Gruppe III: ohne Adenylsaure 
saure 


Gruppe IV: ohne p-Aminobenzoe- 
sdure Trockenhefe: 


Gruppe V: ohne Pantothensaure Gruppe VIII. 


Die Tiere wurden sechsmal 3 Wochen, also insgesamt 18 Woulinn’ in 
bezug auf Gewichtszunahme und noch 4—5 Wochen linger, in bezug 
auf Haut und Pelz beobachtet (Versuchszeit). 

Die Gewichtszunahme in den verschiedenen 3-Wochenperioden ist 
im Mittel je Tier und Tag aus der untenstehenden Tabelle ersichtlich. 

Wir sind zu dem Ergebnis gekommen, da — bei Benutzung unserer 
synthetischen Vitamin-B-Nahrung — die Gewichtskurven keinen Auf- 
schluB dariiber geben kénnen, ob gewisse einzelne Bestandteile dieser 
Nahrung, nimlich Adenylséure, p-Aminobenzoesiure und Pantothen- 
siure, zugegen sind oder nicht, sogar wenn man die Versuchszeit tiber 
18 Wochen ausdehnt. Dasselbe gilt, wenn man, wie in den Gruppen VI 
und VII, die Laktoflavindosis auf 7y beschrinkt und dann die Gewichts- 


-zunahmen von Ratten vergleicht, die mit und ohne p-Aminobenzoe- 


siiure ernahrt worden sind. 
Die Tiere, welche Trockenhefe als Vitamin- B- Quelle erhalten haben, 
zeigten wihrend dieser Zeit eine um 50% gréBere mittlere Gewichts- 


zunahme als die iibrigen fettfreien Gruppen. Dazu kommt, da8 diese - 


Gruppe die einzige ist, in welcher alle Tiere am Leben bleiben. Durch 
die oben angegebene St.-Lés. II, welche Biotin und Inosit nicht enthilt, 
wird also die normale Entwicklung der Ratten nicht in demselben MaBe 
gefordert wie durch 200 mg trockene Brauereihefe. 

Es hat sich aber auch ergeben (vgl. die vorige Mitteilung 1. c.), daB 
200 mg unserer Trockenhefe als Zulage zu der angewandten Grundkost 
unzureichend ist, um wahrend lingerer Zeit ein normales Wachstum auf-' 
rechtzuerhalten. Wéahrend kiirzerer Versuche (3 Wochen) hatte sich 
diese Menge immer als hinreichend erwiesen und wurde darum in solchen 
Versuchen als Vergleichsnahrung (Standard) verwendet. Es hat sich 
wieder gezeigt, nur langdauernde Ernaihrungsversuche imstande 
sind, zu beweisen, ob eine Nahrung vollwertig ist oder nicht. | 

Die Tiere ,die Sojadl erhielten, zeigten eine etwas héhere Gewichts- 
zunahme als die entsprechenden fettfrei ernihrten Tiere (mittlere Ge- 
wichtszunahme 70,3 g gegen 58,2 g). Besonders gut war ihr Wachstum 
wihrend der ersten 6 Wochen. Die Tiere dieser Gruppe II zeichneten 
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Tabelle 1 
1. Periode | 2. Periode | 3. Periode | 4. Periode 
no} o no} nol o 
I. St. Lésung ohne Fett 1,24} 100 | 0,64} 100 | 0,26] 100] 0,30} 80 
II. St. Lésung mit Sojaél 1,37} 100 | 0,98} 80]0,10} 80] 0,52} 80 
III. Lésung ohne Adenylséure 1,35] 100 | 0,55| 80/048] 40 /-0,21] 40 
IV. Lésung ohne p-Amino- 
 benzoeséure 1,25| 100 0,42} 100 | 0,10} 100} 0,11] 83. 
V. Lésung ohne Pantothenséure| 1,21] 100 | 0,64] 83 10,26] 67] 0,29] 67 
VI. St. Lésung mit gering. (7y) 
Laktoflavingeh. 0,91} 100 | 0,68} 83]0,23] 83 |-0,07} 83 
VII. Dieselbe Lésung ohne 
p-Aminobenzoesaure 1,15] 100 | 0,64}. 60 |+0,02} 60 
VIII. 0,2 g Trockenhefe 1,31] 100 | 0,99} 100 | 0,54] 100 | 0,35) 100 | 
5. Per’ode | 6. Periode | Die ganze Versuchszeit 
2/22] © Totale Ge- 
I. St. Lésung ohne Fett -0,18] 801 0,43 | 58,0 }-60,0| 57,3 
II. St. Lésung mit Sojaél 0,14, 80]0,05| 80 | 0,53 | 71,0 | 69,5} 72,5 


III. Lésung ohne Adenylsaéure |Die Tiere wegen schlechten Zustandes getétet 


IV. Lésung ohne p-Amino- | 
benzoesaure 0,32] 83 | 0,44] 60,2 | 72,5] 50,7 


V. Lésung ohne Pantothenséure | 0,17| 67 | 0,37) 67 | 0,49] 70,5 | 70,0 
VI. St. Lésung mit geringer (7y) 


Laktoflavingeh. 0,15} 83 | 0,35] 45,4 | 29,5] 56,0 
VII. Dieselbe Lésung ohne | | | 
p-Aminobenzoesdure 0,02} 60 | 0,33] 51,3 | 54,0} 50,0 
VIII., 0,2.g Trockenhefe 0,40} 100 | 0,27} 100 | 0,65} 82,0 | 82,0} 82,0 t 


sich durch einen besseren physiologischen Zustand aus, sie machten 
z. B. kraiftigere Bewegungen gegentiber den Tieren der anderen Gruppen, 
welche synthetische Vitamin-B-Lésungen erhalten haben. Aber auch 
in dieser Gruppe liegt die totale Gewichtszunahme unter derjenigen der 
Kontrollgruppe (Trockenhefetiere). 

Die Tiere, die ohne Adenylsiure ernihrt wurden, sind bald zu- an 
grundegegangen. Hines der 5 Tiere hat nach der Vorbereitungszeit nie ’ 
zu wachsen begonnen. Zwei andere hérten nach starker anfanglicher 
Gewichtszunahme plotzlich zu wachsen auf und gingen ein. Nach 14 Wo- 
chen war nur ein Tier am Leben und diese Gruppe wurde ausgeschaltet. 


In einer friiheren Versuchsserie (1. ¢.) blieben aber, ebenfalls ohne 


Adenylsaure, 6 von 7 Tieren noch nach 14 Wochen am’ Leben, obwohl in 
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jener Versuchsserie die Laktoflavinzufuhr recht knapp war (3y). Die 
beiden Versuche, Ratten ohne Adenylsaéure zu ernahren, ergaben also 
einander widersprechende Resultate, und die Frage, ob Adenylsaure ein 
notwendiger Bestandteil der Rattennahrung ist oder ob die Tiere diese 
Substanz selbst synthetisieren kénnen, muB mit einem gréBeren rigs 
material neu aufgenommen werden. 

Da die Gewichtskurven der verschiedenen Tiergruppen so sinlich 
erscheinen, haben wir bei allen Tiergruppen genaue Beobachtungen an 


Haut und Pelz der Tiere gemacht, um ein Symptom zu finden, welches ~ 
- als Test fiir die Anwesenheit von Adenylsdiure, p-Aminobenzoesdure oder 


Pantothensiure dienen kénnte. Verschiedene Forscher [Auhagen'), 


Pfaltz*)] sind ja zu dem Resultat gekommen, daB die normale Haut-_ 


und Pelzentwicklung sowohl von als auch von 
Pantothensiure abhangig ist. 

Die Tiergruppen IV und V, die ohne p-Aininobenzneshure bzw. 
Pantothensiure ernihrt wurden, bestanden ganz aus schwarzen Ratten. 
In den anderen Gruppen haben wir mindestens 2 schwarze Tiere einge- 
setzt. Die Zeitangaben betreffen die ,, Versuchszeit“. 


Beobachtungen beziiglich der Pelzfarbe 


Gruppe __I: 2 schwarze Tiere: nach 12 Wochen einzelne weiBe Haare, iiberall 
am Rumpf. 


Gruppe II: 2schwarze Tiere: nach 9 Wochen einzelne weiBe Haare im schwar- 


zen Pelz. Das eine Tier nach 14 Wochen silberfuchsahnlich. Die 
Grundfarbe der Tiere, die allmahlich grau geworden war, wurde 
am Ende des Versuchs schlieBlich wieder schwarz. 

Gruppe III: 1 schwarzes Tier: nach 6 Wochen deutlich silberfuchsartig. 
1 schwarz-weiBes Tier: nach 6 Wochen keine Farbenanderung. 

Gruppe IV: 5 schwarze Ratten und ein schwarz-weiBes Tier. Ein Tier nach 
10 Wochen tot. Keine Farbenainderung. Die iibrigen begannen 

ae nach 9 Wochen grau zu werden. Nach 15—16 Wochen war die 

Grundfarbe bei 2 Tieren wieder ee 4 der vane waren mehr 
oder weniger ausgepragt silberfuchsart 

Gruppe  V: 5 schwarze Ratten. Ein Tier nach 7 tot, Farben- 
ainderung. Die iibrigen: Nach 7 Wochen beginnende Graufarbung, 
3 der Tiere nach 9—15 Wochen silberfuchsartig. SchlieBlich nach 


. 23 Wochen Verbesserung der Pelzfarbe bei einem Tier und véllig 


normaler Pelz bei den anderen. 

Gruppe VI: 2 schwarze Tiere. Die Pelzfarbe beginnt nach 9 Wochen grau zu 
werden, spater treten im Grau schwarze Flecken auf. 1 schwarz- 
weiBes Tier: silberfuchsartig um die Nase. 

Gruppe VII: 2 schwarze Tiere: Die Pelzfarbe wird schon nach 6 Wochen stellen- 


weise grau. Ein Tier silberfuchsartig um die Nase, das andere mit 


einzelnen weiBen Haaren an den Flanken. 
Gruppe VIII: 2 schwarze Tiere: Nach 12 Wochen waren beide Tiere deutlich 
: silberfuchsartig gezeichnet. 1 schwarz-weiBes Tier: Pelzfarbe nor- 
Silberfuchsartig nennen wir ein Tier, wenn symmetrisch liegende Gebiete des 
schwarzen Pelzes mit weiBen Haaren durchsetzt sind. Das Grauwerden bedeutet 


8) Auhagen, Medizin und Chemie, 4, 385 (1942). 
¢) Pfaltz, Vitaminforsch. 12, 193 (1941). 
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gleichzeitig ein Abfallen der Stichelhaare und ein Erbleichen der Unterhaare. 
Auch mit Normalkost ernihrte Ratten werden bei einem Gewicht von 130 
bis 150 g grau, besonders an den Flanken. 

_ Aus unseren Beobachtungen ergibt sich, daB die durch unsere 
St.-Lés. II verabreichten Tagesdosen von 10y p-Aminobenzoeséure und 
100y Pantothensaure ein verfriihtes Grauwerden des Pelzes und ein Auf- 
_treten von weifBen Haaren a schwarzen Ratten nicht mit Sicherheit 


ausschlieBen. 
Ubrige Symptome an Haut und Pelz der Ties sind die folgenden; 


Am Schwanz: Schorfige und schuppige Haut, oft mit blutigen Rissen. 
An den Pfoten: Kleine kérnige Auswiichse. Die Gelenke manchmal wund, 


Haarausfall. 
An den Ohren: Kleine kérnige Auswiichse am Rand, in dees schlimmsten Fallen 
sind die Ohren mit gréBeren Auswiichsen ganz bedeckt. 


An der Nase: Kleine kérnige Auswiichse, oder schorfige und schuppige Haut. 
“h Oft kommt ein hornartiger Auswuchs vor, der manchmal mit 
Pelz bedeckt ist. Er fallt nach einiger Zeit ab, um einen neuen 


| auftreten zu lassen. 
Am Rumpf: Die Hautveranderungen beginnen am Schwanzansatz, wo der 
Pelz allmaéhlich diinn wird. In den schlimmsten Fallen treten 
ganz kahle Flecken auf.: Oft erscheinen kleine rissige Wunden. 
Spater wird die Haut am Riicken und seltener am Bauch an- 
gegriffen. GréBere Wunden treten am Schwanzansatz, am 
Riicken und besonders oft am Nacken auf. 


Eine bedeutende: technische Schwierigkeit liegt bei diesen Ver- 
suchen darin, daB alle die obengenannten Symptome kommen und 
gehen; nach einer Periode von Haarausfall wird die kahle Stelle mit 
neuem Pelz bedeckt, eine Wunde wird geheilt, eine andere entsteht nach 
kurzer Zeit wieder. Eine Verbesserung durch einen hinzugefiigten Faktor 
ist deshalb schwer festzustellen. Eine spontane, zufallige Verbesserung 
tauscht eine Heilung vor. 

Die verschiedenen Gruppen wurden von den oben beschriebenen 
Symptomen von etwa der 4. Woche ab, allmahlich in folgender Weise 
_angegriffen: . 

Gruppe I und IT (St. -Lés. II ohne und mit Fett): 

_ Die Tiere dieser Gruppen weisen die obenstehenden Symptome- 
ziemlich gelinde auf, in beiden Gruppen in etwa dem gleichen MaB. Die © 
Schwanze und Riimpfe sind etwas mehr angegriffen, die Pfoten, Ohren 
und Nasen kaum. Im ganzen sind die Pelze dieser Tiere nur wenig mehr 
geschadigt als die der Gruppe VIII. | 

Gruppe VIII (mit Trockenhefe) : 

Die Ohren und Nasen sind meistens ziemlich sian angegriffen, 
wogegen die Riimpfe mit einer Ausnahme fast fehlerfrei sind. Der Haar- 
ausfall ist in dieser Gruppe besonders gering. - 

Gruppe IV und V p-Aminobenzoesiiure bzw. Pantothen- 
siure) : | 
Die beiden Gruppen sind in n bezug auf Haut und Pelz der Tiere ein- 
ander sehr ahnlich. Im Vergleich mit den GruppenI und II bemerkt 
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man eine starkere Veriinderung der Schwinze und der Nasen in diesen 
Gruppen als in den vorigen. . 

Gruppe VI (mit geringer Tagesdosis an Laktoflavin). 

Diese Tiere leiden an schwereren Schidigungen an Haut und Pelz 
als die der vorigen Gruppen. Der Haarausfall ist besonders stark, der 
ganze Pelz vermiBt schlieBlich bei.simtlichen Tieren Unterhaare und die 
Haut ist schuppig. 

Gruppe VII (wie Gruppe VI aber ohne p-Aminobenzoesaure) : 

Die Hautschaden sind sehr schwer. Schwanze und Riickenhaut sind : 
voller Wunden und der Haarausfall ist sehr stark. Die Ohren sind ganz 
mit Auswiichsen bedeckt. 

Was die Gruppe III betrifft, so ist sie nach 14 Tagen ausgeschaltet — 
worden, weil da nur noch ein Tier am Leben war. Dadurch 1aB8t sich 
diese Gruppe nur schwer mit den anderen vergleichen. Die Hautschiden 
sind ziemlich schwer und konnte man sie mit +-+ bezeichnen (siehe 
unten). Die Ohren sind fast normal, aber an Pfoten und Rumpf beob- | 
achtet man trotz der kurzen Versuchszeit ziemlich schwere Wunden. 

Wir haben versucht, die Haut- und Pelzschaiden relativ durch + 


-auszudriicken, wobei + leichte Symptome bedeutet, +--+ etwas schwe- 


rere usw. Wir kamen zu folgender Reihenfolge: 


Gruppe VIII (Trockenhefe) | (+) 
Gruppe II (St. Lés. IT. mit Sojadl) 
Gruppe (St. Los. II ohne Fett) 
Gruppe IV (ohne p-Aminobenzoesaure) ++ 
Gruppe (ohne Pantothensaure) +-+ 


Gruppe VI (mit kleinerer Laktoflavindosis) +++ 
Gruppe VII (wie Gruppe VI, ohne p-Aminobenzoeséure) +-—++++ 


In unserem Institut haben wir also jetzt zum erstenmal eine Ver- 
besserung des Befindens der Ratten durch Zufiigung von p-Aminobenzoe- ' 
siure gefunden, nimlich beziiglich von Haut und Pelz der Tiere. Diese 
Verbesserung ist nur bei einer relativ kleinen Zufuhr von Laktoflavin 


zutage getreten. 


Nierenschidigungen (Haimaturie) haben wir zweimal beobachtet, 
einen leichten Fall in Gruppe IV und einen schweren in der Gruppe VII. 
20 von den 45 Versuchstieren litten zu Beginn der Versuchszeit an 
Schnupfen, was nach Zufuhr der Vitamin-B-Nahrung bald verschwand. 
Wiahrend der Versuchszeit haben wir nur 3 Fille von Schnupfen be- 
merkt, nimlich in den Gruppen I, III und IV. Ob eine besondere Emp- 
findlichkeit der B-frei ernihrten Tiere vorliegt oder ob eine SHininge 
ansteckende Infektion sich dabei geltend machte, ist unsicher. 

Ein Tiermaterial, das fiir eine andere Untersuchung wihrend 
9—10 Wochen Vitamin-B,-frei ernahrt worden war und dadurch in simt- 
lichen Fallen (9 Ratten) an Hamaturie litt5), haben wir dazu benutzt, 
den Einflu8 eines Laktoflavinzusatzes zur Nahrung mit und ohne gleich- 


zeitige Verabreichung von Sojaél zu studieren. 


Wiahrend der B,-freien Vorbereitungszeit haben die Ratten die. 


5) Vgl. Euler, Euler und Saberg l. c. S. 35. 
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ubrigen B-Komponenten in denselben Tagesdosen, wie S. 177 angegeben, 
durch eine mit Pipette verabreichte Lésung erhalten. 

_ Bei allen 9 Tieren hatte sich Hamaturie entwickelt und hatte zwi- 
schen 1—20 Tagen bestanden. Dann wurden 7y Laktoflavin mit oder 
ohne d- bzw. 1-Araboflavin der Kost zugesetzt. Dieser Laktoflavin- 
zusatz erwies sich als nicht hinreichend, um innerhalb 9—14 Tagen die 
Blutung aus den Nieren aufzuheben. Nach dieser Zeit haben wir den 
Ratten eine erhdhte Tagesdosis an Laktoflavin (16y) gegeben. Nach 


_ 8 Wochen wurden die Tiere auf 2 Gruppen verteilt. 
Gruppe I erhielt waihrend 6 Wochen dieselbe Kost wie vorher (mit Ausnahme 
von Araboflavin). 
Gruppe IT erhielt dieselbe Kost wie Gruppe | I und noch eine Zugabe von 1 com 


Sojadl je Woche. 
Die Ergebnisse kénnen wir folgendermaBen zusammenfassen: 


Anzahl Ratten 


Bei | Bei Er-| Nach | wahrend d. letzten 6 Wochen 
Beginn | hohg. d. |weiteren 


Nierensymptome | 4 Ver.| Lakto-.| 8 ohne Sojaél mit Sojaél 
suchsz. |flav.dos.|Wochen Beginn | Ende |Beginn| Ende 
Hamaturie 0 0 2 2 1 2 
Spuren ? v. Himaturie 0 1 ae 1 2 1 “2 
Spuren v. Hamaturie 0 1 4 1 0 3 1 
Schwache Hamaturie 3 3 0 0 0 0 0 
Deutliche Himaturie 1 0 0 0 0 0 0 
AusgeprigteHaimaturie| 4 2 0 0 0 0 0 
Starke Hamaturie 1 2 0 0 1 0 0 


Kine Verbesserung durch den Zusatz von Sojaél ist zweifelhaft, die 
Symptome sind ja bei diesen Tieren (16y Laktoflavin) bis auf einen Fall 
sehr leichte. | 

Wiahrend der letzten 6 Wochen haben wir die Hautschiden verfolgt. 
In GruppeI haben die Hautsymptome stark zugenommen, wahrend 


die Tiere der Sojadlgruppe etwa unverandert geblieben sind. 
An einer anderen Reihe von Tieren, die waihrend 6—7 Wochen 


Laktoflavin-frei ernihrt worden waren und danach 7y Laktoflavin wiah- 
rend 12—13 Wochen erhalten haben, wurde ebenfalls der EinfluB von 
Sojaél auf die Nierenschadigungen beobachtet. 


Anzahi Ratten 


Begi Woch 
Nierensymptome d. Ver- Lakto- ohne Sojaél mit Sojaél 


suchszeit flavin | Beginn | Ende | Beginn | Ende 


Ohne Hamaturie | 

m. Spuren ? v. Haimatur. 
m. Spuren v. Hamaturie 
Schwache Hamaturie 
Deutliche Himaturie 
Ausgeprigte Himaturie 
Starke Hamaturie 


0 
0 
0 
1 
1 Tier 
tot 


Bei Nach 12-13 | wihrend der letzten 6 Wochen 
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In diesem Fall kann man eine deutliche uiahsanesbsing der Fettiere 
beobachten. 

Die Hautschaden sind bei diesen Tieren waihrend der bekaten 6 Wo- | 
chen bedeutend schwerer geworden, besonders bei den Tieren, die kein 
Sojaél erhalten haben. 

Versuche tiber die Zuwachswirkung von p-Aminobenzoesiure haben 

friher I. Siberg*) (Versuchszeit 3—5 Wochen) und H. Pfaltz’) (15Wo- 
chen) angestellt. Pfaltz verabreichte taglich 3000y dieser Séure zu 
einer fettreichen Nahrung, die auBerdem mit folgenden Tagesdosen der. 
Vitamine erginzt war: 10y B,, 20y B,, 20y B,, 3000) Cholin, 3000y Ino- 
sit, 500 y Nikotinsiureamid, 50y Pantothensaure Ca, 0,7y Biotin. Wie 
bei unseren friiheren und hier beschriebenen Versuchen fand auch Pfaltz 
keinen gewichtssteigernden Effekt von p-Aminobenzoesiaure. 

Bei Ratten, die eine fettreiche Grundkost (9% Kokosél + 1% Leber- 
tran) + die Vitamine B,, B,, B,, Cholin und Nikotinsiureamid in oben- 
stehenden Dosen erhielten, entwickelte sich nach Pfaltz im Verlauf von 
8—12 Wochen Achromotrichie. Wiahrend 9 Wochen, von der 8. Woche 
ab gerechnet, wurden den Tieren 3000y p-Aminobenzoesiure taglich 
vetabreicht, ohne daB die Achromotrichie zuriickging. 

Wenn aber unter gleichen Umstianden 30007 p-Aminobenzoesiure 
+ 50y pantothensaures Ca verabreicht wurde, ging die Verfarbung 
stark zuriick, ohne jedoch ganz zu verschwinden. Vollstandiger wurde 
der Riickgang zu normaler Farbe, wenn 3000y Inosit noch hinzugesetzt 
wurden. Sonst fand die Verfasserin die ‘Wirkung von Inosit dadurch 
gekennzeichnet, daB es in gleichem Mabe wie Cholin. eine Leberver- 
fettung verhindert. | 

Wenn die Ratten von Anfang an mit 30007 p-Aminobenzoesiiure + 
50y pantothensaures Ca + 3000y, Insonit zur obenstehenden Achro- 
motrichie-erregenden Kost gefiittert wurden, so ergrauten 4 von 8 
schwarzen Ratten nach 10 Wochen, 3 davon mit braunen Schuppen. 

Dieses partielle Ergrauen blieb bei 4 Ratten aus, welche zu der 
gleichen Kost noch 3 mg Tocopherol taglich erhielten. 

Der Pantothensiuremangel duBert sich nach Pfaltz in Neben- 
nierenblutungen und hamorrhagischer Rhinitis und bei schwarzen | 
Ratten in einer um die 6. bis 8. Woche beginnenden Achromotrichie, 
welche sich durch nachtragliche Pantothensaure-Darreichung (50) nicht 
vollig aufheben lie’. Hamorrhagische Rhinitis haben wir nicht 
achten kénnen. 

Auhagen®) fand, daB 30y synthetische razemische Pantolhen. 
siure, was 15y natiirlicher Pantothensaure aus Hefe entspricht, mit abso- 


6) Euler, Ahlstrém und Wallerstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, . 


16 B Nr. 1 u. 2 (1942). 
7) H. Pfaltz, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 12, 193 (1942). — Ansbacher, 


Science 93, 164 (1941). 
8) Auhagen, Medizin und Chemie, 4, 385 Able — Siehe auch Lunde und 
Kringstad, Norske Vid. Akad. Math. Nat. K1. T (1938). Nr. 1 sowie Kring- 


stad, Norsk Pelsdyrsblad 15, 43 (1941). 
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luter Sicherheit selbst bei 16monatiger Beobachtung schwarze Ratten 
vor Achromotrichie schiitzen. Er hat dabei eine Mangelkost verwendet, 
die Butterfett und Lebertran enthielt. Achromotrichie unterscheidet 
sich, schreibt-Auhagen, von den iiblichen B-Avitaminosen durch ihren 
-komplexen Charakter, denn erst die Beziehung zwischen 3 Vitaminen 
— eines (Ade.min) mu8 in der Nahrung vorhanden sein, von zwei anderen 
(p-Aminobenzoesiure,und Pantothensdure) mindestens eines fehlen 
— schafft die Voraussetzung fir ihr Auftreten. 
Auhagen erklart seinen Erfolg, schwarze Ratten durch Pantothen- 
_ saure vor Achromotrichie zu schiitzen, den er ohne Verabreichung von 
p-Aminobenzoesiure erreicht hat, dadurch, daB die verwendete Grund- 
kost im Casein oder im Butterfett diese Substanz in hinreichender Menge 
enthalten hat. In unseren Versuchen gab es leichte Falle von Achromo- 
trichie, sei es dab wir 100y pantothensaures Ca oder 10 p-Aminobenzoe- 


siure oder beide Substanzen den Ratten mit der Kost’ verabreicht haben. 


Die ausgeprigteren Falle haben wir bei Mangel an p-Aminobenzoesiure 
und auffallenderweise auch bei Verabreichung von 200 mg Trockenhefe 


beobachtet. Es scheint somit, daB der Fettgehalt der Nahrung fiir die | 


Entwicklung dieser Avitaminose eine Rolle spielt. Die Achromotrichie 
wire somit noch komplizierter als Auhagen gedacht hat. Immerhin 
mu8 in Betracht gezogen werden, daB verschiedene Rattenstiémme in 


dieser Hinsicht verschieden reagieren kénnen. 
Im gegenwirtigen Stand der Forschung 1a8t sich noch kaum etwas 


Allgemeines iiber die Bedeutung der einzelnen Vitamine der B-Gruppe 


fiir die Vermeidung von Haut- und Pelz-Schaden bei Ratten auBern. 
Unsere Versuche sprechen jedenfalls fiir die Notwendigkeit kleiner 
Mengen von p-Aminobenzoesaure fiir den normalen Haut- und Pelz- 


Zustand. , 
Eine heilende Wirkung kleiner Mengen von Sojaél auf den Haut- 


_ stoffwechsel geht aus unseren Versuchen hervor. 
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Ubertiihrung von Hamin IX in Spirographisporphyrin 
und iiber einige Derivate des Deuteroporphyrins*) — 


Von 


Hans Fischer und Karl-Otto Deilmann ‘) 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1943) 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber die Synthese des Spirogra- 
phisporphyrins?), die die Béstatigung der analytischen: Befunde®) er- 
brachte. Fiir eine priparative Darstellung des Farbstoffes kommt 
dieses Verfahren, trotz seiner prinzipiellen Bedeutung, jedoch nicht in 
Betracht, da die Ausbeuten hierbei, hauptsichlich infolge der auf- 
tretenden Isomeren, auBerst gering sind. Um nun diesen sowohl nach 
der chemischen als auch der biologischen Seite hin interessanten Natur- 
stoff weiteren Untersuchungen zugiinglich zu machen, muBte daher 
ein Weg gefunden werden, der seine Gewinnung in gréBerem Mafstab 
gestattete. Eine Méglichkeit hierzu bot die nahe Verwandtschaft des 
Spirographishimins mit dem Protohamin‘), das aus Blut leicht er- 
haltlich ist und daher in praktisch beliebigen Mengen zur Verfiigung 
steht. Ahnlich wie Chlorophyll a und b unterscheiden sich die beiden 
Blutfarbstoffe einzig und allein in dem Aufbau einer Seitenkette 
voneinander. Nach den bisherigen analytischen und synthetischen Ar- 
beiten kommen den zugrundeliegenden eisenfreien Farbstoffen, dem 
Spirographisporphyrin (I) und dem Protoporphyrin (II)°) die folgen- 
den Formulierungen zu: 


N Il: X = CH=CH, 
H 
\ N x / 
A An 
H ots . 


*) 47. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 46. Mitteilung Dien Z. 
279, 1 (1943). 
1) Dissertation K.O.Deilmann, Techn. Hochschule Miinchen 1943. 
2) H. Fischer und G. Wecker, Diese Z. 272, 1 (1941). 
3) H. Fischer und C. v. Seemann, Diese Z. 242, 133 (1936). 
4) H. Fischer und H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, tt/t, S. 364ff., 


5) H. Fischer und H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, II/1 S. 390ff. 
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' Wie man sieht, trigt das Protoporphyrin lediglich statt des Formyl- 
restes in 2-Stellung eine Vinylgruppe. Eine Oxydation dieser Vinyl- 


gruppe unter Eliminierung eines C-Atoms muBte also zum Spirogra-. 


phisporphyrin fiihren. Fiir die grundsitzliche Méglichkeit einer der- 
artigen Reaktion, die unter geeigneten Bedingungen nur an der Vinyl- 
gruppe in 2-Stellung angreift, wahrend die in 4-Stellung unverandert 
bleibt, sprachen sowohl rein chemische Gesichtspunkte als auch die 
genetischen Beziehungen zwischen beiden Farbstoffen. 


Entwicklungsgeschichtlich betrachtet ist Himin IX sicherlich alter 


als Spirographishimin, insbesondere, da es bereits einen Bestandteil 
des Cytochroms bildet*®). — Uberhaupt diirfte es wohl einen der altesten 


in der Natur vorkommenden Pyrrolfarbstoffe darstellen, da es neben. 


dem Cytochrom schon in chlorophyllfreien Pflanzen beobachtet werden 
konnte, und somit méglicherweise sogar das Chlorophyll an Alter iiber- 
trifft?). — Eine Entstehung des Spirographishimins aus Himin bzw. 
Cytochrom durch Teiloxydation ist daher sehr wohl denkbar. 
_Andererseits scheint nach den Arbeiten von O. Warburg’) eine 


nahe Verwandtschaft zum ,,Atmungsferment*‘ zu bestehen, dessen 


prosthetische Gruppe méglicherweise mit Spirographishaémin identisch 
ist. In diesem Falle diirfte wohl die Annahme erlaubt sein, daB der 
Organismus das benétigte Atmungsferment unter der Mitwirkung von 


Biokatalysatoren durch Oxydation aus dem Himoglobin des Blutes . 


‘oder aber aus dem Cytochrom gewinnt, das ja ebenfalls in fast allen 
K6rperzellen vorkommt. Demgema8 hitte also eine von Natur aus 
begiinstigte Reaktionsfahigkeit der in 2-Stellung vorliegen 


miuissen. 

Tatsiachlich gelang es spiter auch, bereits ,,in vitro“ unter denkbar ein- 
fachen Bedingungen eine teilweise Uberfihrung von Hamin in Spirographis- 
hamin durchzufihren. Durch Einleiten von Sauerstoff in eine alkalische Himin- 
lésung, anschlieBende Enteisenung und Fraktionieren konnte in Spuren ein 
Porphyrin erhalten werden, das spektroskopisch mit Spirographisporphyrin 
iibereinstimmte. Die Reaktion konnte durch Zugabe von Kobaltsulfat kata- 
lytisch beschleunigt werden, jedoch trat eine merkliche Verbesserung der ‘Aus- 
beute nicht ein, so daB ihr keine praktische Bedeutung zukommt. 


In chemischer Hinsicht sprachen bereits friiher erhobene Befunde 
fiir eine nicht gleich geartete Reaktionsfihigkeit der beiden Viny]l- 
gruppen. So konnte die von Willstatter beschriebene ,,Hamopor- 
phyrinreaktion“ bei der Einwirkung von alkoholischem Kali auf Haimin 


bzw. Hamatoporphyrin®) von H. Fischer und Mitarbeitern?®) da- 


hingehend aufgeklart werden, daB hierbei ein Gemisch von verschie- 
denen Porphyrinen auftrat; unter anderem konnten die beiden isomeren 


6) K. Zeile und W. Reuter, Diese Z. 221, 101 (1933). 


7) Vgl. H. Fischer und H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, II/2, 8S. 37. 


8) O. Warburg und E. Negelein, Biochem. Z. 244, 9ff. (1932); vgl. 
auch Z,. f. angewandte Chem. 45, 1 (1932). 

®) R. Willstaétter und M. Fischer, Diese Z. 87, 475 (1913). 

10) H. Fischer und A. Kirstahler, Diese Z. 198, 43ff. (1931) sowie 


H. Fischer, J.H. Helberger und G. Hummel, Diese Z. 191, 251 (1930).- 
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Monoithyldeuteroporphyrine beobachtet werden. Es muBte also je- 
-weils Absprengung der einen Vinylgruppe und Hydrierung der anderen 
.zum Athylrest erfolgt sein. Ferner hat Willstatter die Bildung einer 
Monoacetylverbindung des Haimatoporphyrins bei der Einwirkung von 
Natriumacetat in Eisessig auf das Halogenwasserstoffanlagerungspro- 
dukt des Himins beobachtet®) (S. 475). Der gleiche Kérper soll auch 
schon beim Kochen des Hamatoporphyrins in Eisessig auftreten®) 
(S. 475). 


In diesem Zusammenhang muB auch erwihnt werden, daB in neuerer Zeit 
‘Herr Dr. Stier bei der Aufspaltung des nach ersterem Verfahren aus dem Brom- 
wasserstoffanlagerungsprodukt des -Protoporphyrins erhaltenen Acetyl- 
zum Gallenfarbstoff ahnliche Beobachtungen 
machen konnte."!) Die Analysenwerte des erhaltenen Acetylhamatoglaukobilins 
wiesen darauf hin, daB eine der beiden Vinylgruppen erwartungsgemaB in die 
Acetylverbindung des’ sekundiren Alkohols verwandelt, die andere dagegen 
zum Athylrest reduziert worden war. Letztere Umwandlung ist wahrschein- 
lich unter dem EinfluB des Hydrazins erfolgt. In einem anderen Falle stellte 
er bei der Einwirkung von Cuprocyanid auf Dibromdeuteroporphyrin den Ein- — 
tritt von nur einer Cyangruppe ins Porphyrinmolekil fest!*), wahrend das 
zweite Bromatom durch Wasserstoff ersetzt worden war. Hierfiir sprachen 
sowohl die analytischen als auch die spektroskopischen Befunde. 

-SchlieBlich sei noch auf die Einfiihrung der Formylgruppe in das. 
Deuterohimin hingewiesen'’), die allgemein fiir eine ungleichartige 
Reaktionsfihigkeit der 2- und 4-Stellung desselben spricht und die bei 
der oben erwaihnten Synthese des Spirographisporphyrins*) zur An- 
wendung kam. Auch hier tritt nur ein Substituent, und zwar vorwiegend 
in 4-Stellung in das Molekiil ein. Auffallend ist tibrigens, daB bei allen 
anderen’ Reaktionen, wie Bromierung, Acetylierung usw. bisher nur 
Disubstitution beobachtet werden konnte. Doch scheint es sich hier 
weniger um prinzipielle Unterschiede zu handeln, als darum, die Reak- 
tion so zu leiten, daB sie auf der Stufe der Monosubstitution stehen © 
bleibt. Eine Bestitigung findet diese Anschauung in einer von uns 
aufgefundenen, weiter unten beschriebenen neuen Methode zur Acety- 
lierung von Porphyrinen. Dieselbe gestattet, je nach Wahl der Reak- 
tionsbedingungen, 1 oder 2 Acetylgruppen in das Deuterohimin ein- 
zufiihren. Eine schéne Erklarung fiir dieses Verhalten der Blutfarbstoffe 
bildet die Porphyrinformel mit starren Doppelbindungen, wie sie von 
H. Fischer vertreten wird"), die die Asymmetrie des Molekiils be- 
sonders zum Ausdruck bringt. | 

Auf Grund der vorstehenden Uberlegungen wurden nun systema- 
tische Oxydationsversuche sowohl am Hamin als auch am Protopor- 
phyrin unternommen. Bereits in einer friiheren Arbeit!) war es ge- 
lungen, die beiden Vinylgruppen des Haimins mit Permanganat-Pyridin- 


11) E. Stier, Diese Z. 278, 52ff., 70 (1942). 

12) Unverdffentlicht. 

13) H. Fischer und L. Beer, Diese Z. 244, 47ff. (1936). 

14) H. Fischer und H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, TI/, 8. 172, vel. 
auch F. Pruckner, Z. f. physik. Chem. 190, 101 ff. (1942).. 

a?) He. Fischer und K. 0. Deilmann, Liebigs Ann. 545, 22 (1940). 
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Wasser unter oxydativer Aufspaltung in zu _tiber- 
fiihren. Eine ahnliche Reaktion war auch in der Chlorophyllreihe durch- 
gefiihrt worden’), wobei eine Reihe von Zwischenprodukten, u. a. 
auch Aldehyde, erhalten werden konnten. Daher war es naheliegend 
zu versuchen, die Reaktion am Hamin so zu leiten, daB ebenfalls 
Zwischenstufen faBbar wurden. In der Tat lieBen sich solche auch spek- 


troskopisch am Eisensalz feststellen, ohne da8 es aber gelang, dieselben — 


zu isolieren. Anwendung anderer Oxydationsmittel blieb ebenfalls er- 
‘folglos. Eine Erklarung hierfiir bietet die bekannte, gréBere Reaktions- 
freudigkeit der Komplexsalze, so daB. wihrend der anschlieBenden 
Verarbeitung die Oxydation bis zur Endstufe verlauft. Uberhaupt 
bereitete die Aufarbeitung der: Reaktionsprodukte so groBe Schwierig- 
keiten, daB nunmehr die weiteren Versuche am Porphyrin 
wurden. 

Wegen seiner bequemen Zuganglichkeit wurde zunéchst mit un- 
verestertem Protoporphyrin gearbeitet. Die Reaktion in Pyridin- Wasser 
fiihrt hier, wie schon friiher!) berichtet, nicht wie beim Hamin bis zu 
den Carbonsiuren, sondern es entsteht mindestens eine Carbonyl- 
gruppe, wie der positive Ausfall der Oximreaktion einwandfrei beweist. 
. Das Spektrum ist sehr verwaschen, stark nach Rot verschoben, mit 
Spirographisporphyrin nicht identisch. Es erinnert dem Typ nach an 
Phaoporphyrin a, bzw. Rhodoporphyrin- y-carbonsiaure, aber alle Streifen 
gleichmaBig nach Rot verschoben. Die Analyse ergab C,,H,,0,N,. 
Nach diesen Zahlen, insbesondere der Methoxylbestimmung, handelt 
es sich um eine Tetracarbonséure, die noch eine Oxogruppe enthalt. 
Das Porphyrin ist dadurch bemerkenswert, da es in unverestertem 
Zustand wasserléslich ist. Erinnert sei, daB auch Koproporphyrin in 
Wasser kolloidal léslich ist. 

Bei der Temperatur des siedenden Wasserbads bildet sich ein 
anderes, ebenfalls wasserlésliches Porphyrin, dessen Spektrum wesent- 
lich schwachere Verschiebung zeigt. Die Oximreaktion ist hier negativ, 
Benzoylierung positiv. Beim Arbeiten in bloBem Pyridin wurde nach 
Fraktionieren iiber Ather zum erstenmal ein Spektrum beobachtet, 
das groBe Ahnlichkeit mit dem des Spirographisporphyrins aufwies, 
also gegeniiber Protoporphyrin ebenfalls stark nach Rot verschoben 
war. AuBerdem wurde u.a. noch ein Kérper festgestellt, der Blau- 
verschiebung zeigte. Jedoch sind die Ausbeuten aiuBerst schlecht. Um 
eine deutliche spektrale Verschiebung zu erzielen, mu8 man reichlich 
Permanganat zugeben, wodurch starke Braunsteinbildung auftritt und 
, anscheinend ein groBer Teil des Materials zerstért wird. 


Wegen der unbefriedigenden Ausbeuten wurden eine Reihe an- 


derer Oxydationsmittel ausprobiert sowie die Reaktionsbedingungen 
in mannigfaltiger Weise variiert, jedoch ohne Erfolg. Geniigende 
Mengen einwandfrei sauberen Materials fiir Schmelz- und Misch- 
_ Schmelapunktsvergleiche konnten in keinem Falle erhalten werden. 


a H. Fischer und H. Walter, Liebigs Ann. 549, 44 (1941). 
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Versuche mit verestertem Protoporphyrin erbrachten im wesentlichen 
keine anderen Ergebnisse, aufer bei der Anwendung von Aceton als 
Lésungsmittel, woriiber weiter unten noch berichtet wird. 

‘ Dies war der Stand der Untersuchungen, als wir uns zur Anwendung 


einer von R. Criegee aufgefundenen Reaktion?’) entschlossen. Derselbe 


beschreibt die Anlagerung von Osmiumtetroxyd an Doppelbindungen 
und die oxydative bzw. reduktive Aufspaltung der entstehenden 
Osmiumsiaureester zu den entsprechenden Diolen, ein Verfahren, das 
bereits Anwendung auf dem Porphyringebiet!*) fand, und das neuer- 
dings im Hinblick auf das Spirographisporphyrin bearbeitet wird. 
AnschlieBend gibt Criegee eine Methode an, durch Anwendung kata- 
lytischer Mengen Osmiumtetroxyds und atherischen Wasserstoffsuper- 
oxyds unter AusschluB von Wasser Doppelbindungen oxydativ zu: 
spalten in zwei Molekiile Aldehyd. Nach Crie gee verlauft die Reak- 


tion folgendermafen : 


—CH —CH—O oO 
—CHO 


+ Os0,; OsO, + H,O, —> Os0, + H,0. 
—CHO 


Das Osmiumtetroxyd wird also immer wieder regeneriert. Die Uber- 
tragung dieser Umsetzung auf das Protoporphyrin bzw: dessen Di- 
methylester fiihrte dann endlich zu dem erhofften Erfolg. 

Zunichst wurden die: Oxydationsversuche wieder in Pyridin durch- 
gefiihrt. Im wesentlichen treten hier die gleichen K6rper wie bei der 
Permanganatmethode auf, ohne da eine merkliche Verbesserung der 
Ausbeuten festzustellen war. Daraufhin wurden eine Reihe verschie- 
dener Lésungsmittel durchprobiert. Als am geeignetsten erwies sich 
Dioxan, wodurch die Ausbeute an Rohkristallisat auf 3°/,, bezogen 
auf Ausgangsmaterial, gesteigert werden konnte. Der Ester kristalli- 
sierte in diinnen, rhombischen Plaittchen mit abgerundeten Ecken und 
zeigte einen unscharfen Schmelzpunkt von 240—260°. Nach dreifachem 
Umkristallisieren aus Chloroform-Methanol stieg er auf 272—274°. 


Das Spektrum war vollkommen identisch mit dem des analytischen 


Spirographisporphyrins, trotzdem handelte es sich aber um keine 
einheitliche Substanz. Hierauf wies schon das Verhalten beim Um- 
kristallisieren hin, da hierbei das Auftreten verschiedener Kristall- 


formen beobachtet werden konnte. Insbesondere aus Aceton-Methanol | 


erschien der Ester nebeneinander teils in Prismen, teils in Plattchen. 
Eine durchgefiihrte Analyse bestatigte diese Vermutung: der Kohlen- 
stoff- und der Methoxylwert waren je um 19%, zu niedrig, der Wasser- 
stoff etwas zu hoch. 


17) R. Criegee, Liebigs Ann. 522, 75ff. (1936). 
18) H. Fischer und H. Eckoldt, ‘Liebigs Ann, 544, 138. ids apes 
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Nebenher konnte eine interessante Beobachtung gemacht werden: Bei 
Zugabe von wenigen ccm verd. Salzsdéure zur Reaktionslésung nimmt dieselbe 


~ nach kurzem Erwarmen auf dem Wasserbad eine grasgriine Farbe an. In neu- 


traler baw. alkalischer Losung schligt der Farbton nach Rotbraun um. Frak- 
tionierung iiber Ather erwies sich als unméglich, wegen der unscharfen Salz- 
sdurezahl, ebenso Gewinnung in kristallisiertem Zustand. Wahrscheinlich 


handelt es sich um ein ihnlich geartetes Chlorporphyrin, wie es s. Zt. von 


H. Fischer und H. Rése!®) aus Mesoporphyrin durch Behandeln mit rauchen- 


der HCl] und 3%igem Wasserstoffsuperoxyd erhalten wurde. 
Zur: Orientierung am Hiamatoporphyrin durchgefiihrte Oxydationsver- 


suche ergaben u.a. ebenfalls spektroskopische Mengen an Aldehyd und zwar 


einmal mit einem Spektrum, das mehr Ahnlichkeit mit dem des Monoformyl- 


deutero-, ein andermal mit dem des Spirographisporphyrins hatte. Beide Por- 
phyrine zeigten deutliche Oximverschiebung. Offenbar tritt wihrend der Reak- 


tion teilweise Wasserabspaltung an der bzw. an den Oxymethylgruppen ein 
und die sekundar ausgebildete Vinylgruppe wird alsdann weiter zum Formy]l- 


rest oxydiert. 

Die oben beschriebenen Oxydationen wurden bei der Temperatur 
des siedenden Wasserbades am RiickfluBkiihler durchgefiihrt unter 
Beobachtung der spektralen Verschiebung. Es treten eine Reihe ver- 
schiedener Oxydationsprodukte, wohl hauptsachlich Aldehyde, neben- 
einander auf, deren Trennung auf groBe Schwierigkeiten stie8. Durch 
mehrfaches Chromatographieren und fraktionierte Kristallisation wurde 
versucht, das erhaltene Spirographisporphyrin weiter zu reinigen, wo- 
durch die Ausbeute naturgemaéB auf ein Minimum sank. Ein Arbeiten 
bei Zimmertemperatur erbrachte keinerlei Vorteile; die Reaktion 
verlief lediglich wesentlich langsamer. Ebenso war die Verwendung 
absolut wasserfreier Lésungsmittel (Pyridin tiber BaO dest.; Dioxan 
tiber Na dest.) und Zugabe von wasserfreiem Natriumsulfat, was von 
Criegee als maBgeblicher Faktor fir das Gelingen der Reaktion be- 
trachtet wurde, in unserem Falle auf die Ausbeute an Spirographis- 
porphyrin von kaum nennenswertem EinfluB. 

Daraufhin wurde ein Versuch mit reinem Protoporphyrin-dimethyl- 
ester unternommen. Diese Arbeitsweise schien mehr Aussicht auf Er- 
folg zu bieten., Zur Darstellung des bendtigten Ausgangsmaterials be- 
dienten wir uns eines bereits an anderer Stelle!’) (S. 161) angegebenen 
Verfahrens, das zur bequemen Gewinnung von: kleineren Mengen 
Protoester ausgearbeitet worden war. Dasselbe geht aus vom Haémin 
und fihrt tiber das Himochromogen durch Behandlung mit Methanol- 
Chlorwasserstoff, wobei gleichzeitig Enteisenung und Veresterung statt- 
findet, direkt zum Protoporphyrindimethylester. In geringer Ab- 
wandlung wurde diese Umsetzung auf gréBeren MaBstab tbertragen. 
Die bisher iibliche Methode?°) der Veresterung des freien Porphyrins. 
bietet einmal den Nachteil, daB sie groBe Mengen des z. Z. sehr raren 


Pyridins benétigt. Andererseits ist sie umstindlicher und zeitraubender. | 


Um Material von geniigender Reinheit zu erhalten, mu man sowohl 


19) B. 46, 2460 (1913). 
20) H. Fischer und B, Pitzer, Z. 154, + (1928); H. Fischer 


und H. Medick, Ann. 517, 246 
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Versuche mit verestertem Protoporphyrin erbrachten im wesentlichen 
keine anderen Ergebnisse, aufer bei der Anwendung von Aceton als . 
Lésungsmittel, woriiber weiter unten noch berichtet wird. 

‘ Dies war der Stand der Untersuchungen, als wir uns zur Anwendung 
einer von R. Criegee aufgefundenen Reaktion?’) entschlossen. Derselbe 
beschreibt die Anlagerung von Osmiumtetroxyd an Doppelbindungen 
und die oxydative bzw. reduktive Aufspaltung der entstehenden 
Osmiumsiaureester zu den entsprechenden Diolen, ein Verfahren, das 
bereits Anwendung auf dem Porphyringebiet**) fand, und das neuer- 
dings im Hinblick auf das Spirographisporphyrin bearbeitet wird. 
AnschlieBend gibt Criegee eine Methode an, durch Anwendung kata- 
lytischer Mengen Osmiumtetroxyds und atherischen Wasserstoffsuper- 
oxyds unter AusschluB von Wasser Doppelbindungen oxydativ zu: 
spalten in zwei Molekiile Aldehyd. Nach Criegee verliuft die Reak- 


tion folgendermaBen: 


—CH 0 —CH-OQ. | 
—CHO 


+ Os0,; OsO, + H,O, —> Os0, + H,0. 
—CHO 


Das Osmiumtetroxyd wird also immer wieder regeneriert. Die Uber- 
tragung dieser Umsetzung auf das Protoporphyrin bzw: dessen Di- 
methylester fiihrte dann endlich zu dem erhofften Erfolg. 

Zunichst wurden die Oxydationsversuche wieder in Pyridin durch- 
gefiihrt. Im wesentlichen treten hier die gleichen Korper wie bei der 
Permanganatmethode auf, ohne da’ eine merkliche Verbesserung der 
Ausbeuten festzustellen war. Daraufhin wurden eine Reihe verschie- 
dener Lésungsmittel durchprobiert. Als am geeignetsten erwies sich 
Dioxan, wodurch die Ausbeute an Rohkristallisat auf 3°/,, bezogen 
auf Ausgangsmaterial, gesteigert werden konnte. Der Ester kristalli- 
sierte in diinnen, rhombischen Plaittchen mit abgerundeten Ecken und 
zeigte einen unscharfen Schmelzpunkt von 240-——260°. Nach dreifachem 
Umkristallisieren aus Chloroform-Methanol stieg er auf 272—274°. 
Das Spektrum war vollkommen identisch mit dem des analytischen 
Sulioendshiaguesharele: trotzdem handelte es sich aber um keine 
einheitliche Substanz. Hierauf wies schon das Verhalten beim Um- 
kristallisieren hin, da hierbei das Auftreten verschiedener Kristall- 
formen beobachtet werden konnte. Insbesondere aus Aceton-Methanol | 
erschien der Ester nebeneinander teils in Prismen, teils in Plattchen. 
Eine durchgefiihrte Analyse bestitigte diese Vermutung: der Kohlen- 
stoff- und der Methoxylwert waren je um 1%, zu niedrig, der Wasser- 
stoff etwas zu hoch. 


17) R. Criegee, Liebigs Ann. 522, 75ff. (1936). 
18) H. Fischer und H. Eckoldt, Liebigs Ann. 544, 138 (1940). 
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Nebenher konnte eine interessante Beobachtung gemacht werden: Bei 

_ Zugabe von wenigen ccm verd. Salzsiure zur Reaktionslésung nimmt dieselbe 
nach kurzem Erwarmen auf dem Wasserbad eine grasgriine Farbe an. In neu- 
traler bzw. alkalischer Loésung schlagt der Farbton nach Rotbraun um, Frak- 
tionierung uber Ather erwies sich als unméglich, wegen der unscharfen Salz- 
siurezahl, ebenso Gewinnung in kristallisiertem Zustand. Wahrscheinlich 


handelt es sich um ein ahnlich geartetes Chlorporphyrin, wie es s: Zt. von 
H. Fischer und H. Rése?®) aus Mesoporphyrin durch Behandeln mit rauchen- 


der HCl und 3%igem Wasserstoffsuperoxyd erhalten wurde. 

Zur: Orientierung am Hiamatoporphyrin durchgefiihrte Oxydationsver- 
suche ergaben u. a. ebenfalls spektroskopische Mengen an Aldehyd und zwar 
einmal mit einem Spektrum, das mehr Ahnlichkeit mit dem des Monoformyl- 


deutero-, ein andermal mit dem des Spirographisporphyrins hatte. Beide Por- 
phyrine zeigten deutliche Oximverschiebung. Offenbar tritt wihrend der Reak- 


tion teilweise Wasserabspaltung an der bzw. an den Oxymethylgruppen ein 
und die sekundar ausgebildete Vinylgruppe wird alsdann weiter zum Formy]l- 


‘rest oxydiert. 

Die oben beschriebenen Oxydationen wurden bei der Temperatur 
des siedenden Wasserbades am RiickfluBkiihler durchgefiihrt unter 
Beobachtung der spektralen Verschiebung. Es treten eine Reihe ver- 
schiedener Oxydationsprodukte, wohl hauptsaichlich Aldehyde, neben- 
einander auf, deren Trennung auf groBbe Schwierigkeiten stieB. Durch 
mehrfaches Chromatographieren und fraktionierte Kristallisation wurde 
versucht, das erhaltene Spirographisporphyrin weiter zu reinigen, wo- 
durch die Ausbeute naturgemaB auf ein Minimum sank. Ein Arbeiten 
bei Zimmertemperatur erbrachte keinerlei Vorteile; die Reaktion 
verlief lediglich wesentlich langsamer. Ebenso war die Verwendung 
absolut wasserfreier Lésungsmittel (Pyridin iiber BaO dest.; Dioxan 
tiber Na dest.) und Zugabe von wasserfreiem Natriumsulfat, was von 
Criegee als mabgeblicher Faktor fiir das Gelingen der Reaktion be- 
trachtet wurde, in unserem Falle auf die Ausbeute an Spirographis- 
porphyrin von kaum nennenswertem EinfluB. 

Daraufhin wurde ein Versuch mit reinem Protoporphyrin- dimethyl- 
ester unternommen. Diese Arbeitsweise schien mehr Aussicht auf Er- 
folg zu bieten., Zur Darstellung des benétigten Ausgangsmaterials be- 
dienten wir uns eines bereits an anderer Stelle1’) (S. 161) angegebenen 
Verfahrens, das zur bequemen Gewinnung von: kleineren Mengen 
Protoester ausgearbeitet worden war. Dasselbe geht aus vom Hamin 
und fiihrt tiber das Hamochromogen durch Behandlung mit Methanol- 
Chlorwasserstoff, wobei gleichzeitig Enteisenung und Veresterung statt- 
findet, direkt zum Protoporphyrindimethylester. In geringer Ab- 
wandlung wurde diese Umsetzung auf gréferen MaBstab tibertragen. 
Die bisher tibliche Methode?°) der Veresterung des freien Porphyrins. 
bietet einmal den Nachteil, daB sie groBe Mengen des z. Z. sehr raren _ 
Pyridins bendtigt. Andererseits ist sie umstindlicher und zeitraubender. 
Um Material von geniigender Reinheit zu erhalten, mu8 man sowohl 


19) B. 46, 2460 (1913). 
20) H. Fischer und B. Pitzer, ‘Dieee Z. 154, 44 (1988): H. Fischer 


und H. Medick, Ann, 246 
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das freie Porphyrin als auch den Ester 6fter umkristallisieren, wihrend 
man nach dem neuen Verfahren in einem Arbeitsgang sofort schén 
kristallisiertes und fast véllig reines Produkt erhalt, das keine Spur 
von Meso- oder _Hamatoporphyrin enthalt?). 

Tatsichlich war jetzt eine Verbesserung der Avshinnies festzu- 
stellen, insbesondere da beim EingieBen der Reaktionslésung in Ather 
kaum noch Ausflockung eintrat. Im Laufe der weiteren Untersuchungen 
erwies sich aber schlieBlich Chloroform als ein weit geeigneteres Lé- 
sungsmittel, das sich im iibrigen nur bei dem Ester anwenden laBt, da 
das freie Porphyrin darin bekanntlich véllig unléslich ist. Zur Unter- 
brechung der Reaktion wird mit Natronlauge durchgeschiittelt. 

Die Trennurfg der verschiedenen Oxydationsprodukte, die also als 
Ester vorliegen, erfolgt durch direkte Adsorption der getrockneten und 
nicht zu stark eingeengten Chloroformlésung an Aluminiumoxyd 
(Brockmann). Man erhialt so, in erster, grober Scheidung, eine Frak- 
tion an — natiirlich noch verunreinigtem — Spirographisporphyrin. 
Aus den iibrigen Erstfraktionen kénnen durch Chromatographieren 
meist auch noch geringe Mengen an Spirographis gewonnen werden, 
die dann mit der Hauptfraktion vereinigt und in der spiter angegebenen - 
Weise durch Chromatographie und fraktionierte Kristallisation bis zur 
Konstanz der Kristallform und des Schmelzpunktes gereinigt werden. 

Auf diese Weise kénnen bei sorgfaltigem Arbeiten bis zu 3°/, reiner 
Spirographisporphyrin-dimethylester, bezogen auf angewandten Proto- 
ester, gewonnen werden. Schmelz- und Mischschmelzpunktsvergleich 
mit analytischem Material, das uns von Herrn Professor Warburg 


_ dankenswerterweise zur Verfiigung gestellt wurde, ergab Identitat (vgl. 


8.11). Die Absorptionsspektren zeigen, wie schon erwahnt, ebenfalls 


- vollige Ubereinstimmung, was durch die quantititave Messung (Fig. 16), 


deren Durchfiihrung Frl. Dr. Pruckner in liebenswiirdiger Weise itiber- 
nahm, bestitigt wurde. Die Analysendaten stimmen gut auf die er- 
rechneten Werte, bis auf den Stickstoffwert, der etwas zu niedrig lag. 
Kin Vergleich der Kristallformen des analytischen und des syn- 


- thetischen Praparates l48t auf den ersten Blick deren groBe Ahnlickeit 
erkennen (Fig. 4 und 5). Nach den Untersuchungen von Herrn Pro- 


fessor Steinmetz spricht der kristallographische Befund, insbesondere 
das charakteristische Verhalten der Kristalle im polarisierten Licht, 
mit groBer Sicherheit fiir eine Identitat der beiden Priparate. Die | 
seinerzeit an analytischem Material durchgefiihrten Messungen?) (S. 9) 
stimmen in vollem Umfang auch fiir das vorliegende, synthetische 
Priparat. Die Gleichheit der Kristallgitter ist durch die Réntgen- 
analyse erwiesen (Fig. 1). | 
Das beschriebene Verfahren, das schlieBlich zur Gewinnung von — 
analysenreinem Spirographisester fiihrte, ist 4uBerst miihsam und er- 
fordert einige Ubung und Erfahrung. Die Oxydation muB zur richtigen 
Zeit unterbrochen werden. Hierzu ist, besonders gegen Ende derselben, 


21) Vgl. auch E. Stier, Diese Z. 272, 249, 266 (1942). 
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Réntgendiagramme des Spirographisesters 


Analyt.Priparat 
(Warburg) 
Spirogr.-Nitril 
Spirogr.-Oxim Synthet.Priiparat 


Spirogr.-D.E.E. 
Fig. 1 


Spirogr.-Porph. 


Monoformyldeuterop. 


Diformyldeuterop. 
Spirogr.- 
Himin 
Diacetyldeuterop. 
roto: 
Monoacetyldeuterop. Hiimin 


Fig. 4. Analyt. Priparat (WarbUrg). Fig. 5. Synthet. Priparat. 
270fache Vergr. 270fache Vergr. 


a Fig. 6. Spirographishimin-dimethylester Fig. 7. Spirographisester-Oxim aus Chloro- 
aus Chloroform-Methanol-Hisessig. form-Methanol, 450fache Vergr. 
192 fache Vergr. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 280, Tafel I 
Zu Hans Fischer und Karl-Otto Deilmann, 


| », Uberfithrung von Himin IX in Spirographisporphyrin und 
liber einige Derivate des Deuteroporphyrins“ 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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i i Fig. 9. 
60fache Vergr. Chloroform-Methanol. 60fache Vergr. 


Fig. 10. Hydrierter Spirographisester Fig."11. Isospirographisester aus Chloro- 
aus Chloroform-Methanol. 19fache Vergr. form-Aceton. 32fache Vergr. 


Fig. 12. Diformyldeuteroporphyrinester Fig. 13. Diformyldeuteroporphyrinester- 
aus Chloroform-Aceton. 39fache Vergr. ' Oxim aus Chloroform. 270fache Vergr. 


Fig. 14. Monoacetyldeuterophyrinester Fig. 15. Monoacetyldeuteroporphyrinester 


(Nadeln) aus Chloroform-Methanol. (Rauten) aus Chloroform-Methanol. 
66fache Vergr. 66fache Vergr. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 280, Tafel II 
Zu Hans Fischer und Karl-Otto Deilmann, 
,,Uberfiihrung von Hamin IX in Spirographisporphyrin und 
iiber einige Derivate des Deuteroporphyrins*“ 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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+—— dauernde spektroskopische 
| Kontrolle erforderlich. Eine 
genaue Reaktionszeit la8t 
sich nicht angeben, da die-. 
selbe sowohl von der Starke 
—. des Siedens als auch von 


dem etwas schwankenden 
Gehalt der H,O,-Lésung 
und der Beschaffenheit der 
OsO,-Loésung abhangig ist. 


Ein nennenswerter Ein- 


- fluB dieser Faktoren auf die 
Ausbeute an Sp rographispor- 
phyrin lieB sich aber, trotz in 
dieser Richtung angestellter 
Versuche,nicht feststellen. Von 
auBerster Wichtigkeit ist je- 


doch, daB das angewandie 
Chloroform nicht sauer rea- — 
giert, d. h. phosgen- und salz- 
siure-frei ist. — Zu diesem 
Zweck wurde das handelsiib- 
liche Chloroform gut mit dest. | 
Wasser gewaschen, durch 


650 600 » 550 500 Schiitteln mit Kochsalz und 
| Al mL) Filtrieren durch dreifaches 

: Faltenfilter vorgetrocknet, 

Fig. 16. ----------- Splrographisporphyrin (synthet.) und, eventuell nach vorher- 
igem Destillieren, in brauner 

Flasche iiber Chlorcalcium 

aufbewahrt. 


Die Hauptschwierigkeit besteht indessen in dem Problem einer 
exakten Trennung der verschiedenen Oxydationsprodukte, die sich 
in ihrer Konstitution und in ihrem physikalischen und chemischem | 
Verhalten nur sehr geringfiigig voneinander unterscheiden und teilweise 
miteinander Mischkristalle bilden. Die Abtrennung der spektroskopisch 
verschiedenen Substanzen gelang schlieBlich durch die wiederholte 
Anwendung der Adsorptionsanalyse. Der alsdann erhaltene, spektro- 
skopisch véllig einheitliche Spirographisester zeigte jedoch beim Um- 
kristallisieren dauernde Anderung der Kristallform. Beim Chromato- 
graphieren liuft die Lésung scheinbar einheitlich und ohne Schicht- 
bildung durch die Saule, ohne da8 hiernach eine Anderung des oben 
beschriebenen Verhaltens zu beobachten war. Fangt man die durch- 


~ laufende Lésung aber getrennt in mehreren Anteilen auf, so kénnen die 


verschiedensten Kristallformen erhalten werden (vgl. S. 197, 207 ). Auch 
die Schmelzpunkte dieser Zwischenformen schwankten stark. Vorherige 
Fraktionierung iiber Ather erbrachte darin keine Anderung und erwies 

sich wegen der dabei eintretenden Verluste als cunzweckmiBig. | 
Die Darstellung eines einheitlich kristallisierten Priparats gelang 
dann schlieBlich durch die weiter unten niher beschriebene »,fraktio- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 280 
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nierte“’ Chromatographie kombiniert mit fraktionierter Kristallisation, 


wobei laufende mikroskopische Beobachtung der auftretenden Kristall- 
formen unerlaBlich ist. Leider ist dieses Verfahren sehr .umstandlich 
und zeitraubend, doch gelang es bisher nicht, ein geeigneteres Adsorp- 
tions- bzw. Lésungsmittel zu finden, das eine direkte Trennung durch 
einfaches Chromatographieren gestattete. | | 

Eine Verunreinigung durch spektral verschiedene Korper als Ur- 
sache fiir das oben beschriebene Verhalten des Spirographisesters an- 
zunehmen, erschien nur bedingt gerechtfertigt, da die Versuche er- 


_wiesen hatten, da8 deren Abtrennung durch Chromatographie prin- 


zipiell méglich war und eine 6ftere Wiederholung dieser Operation 
hatte zum Ziel fiihren miissen, was nicht der Fall war. Systematisch 
durchgefiihrte Mischkristallisationsversuche von reinem, einheitlichem 
Spirographisester mit Ausgangsmaterial sowie mit den verschiedenen 
Oxydationsprodukten erwiesen zwar, hierbei mitunter ahnliche 
Mischkristallformen auftreten kénnen, jedoch macht sich in diesem 


Falle die Beimischung entweder im Spektrum oder aber durch un- 


einheitliche Kristallisation bemerkbar. Daher lag der Verdacht nahe, 
daB es sich bei der verunreinigenden Komponente um das Isospiro- 
graphis handelte, das bei der Oxydation in untergeordneter Menge 


entstanden sein muBte. | 
In der Tat konnte aus den beim Chromatographieren und aus den 


Mutterlaugen des Spirographisporphyrins erhaltenen, ellipsenférmigen 


bis runden Blattchen durch vielfaches Chromatographieren und Um- 
kristallisieren ein anscheinend einheitlich kristallisiertes Porphyrin (vgl. 
Fig. 11) isoliert werden, das im Spektrum vollkommen identisch mit 
Spirographisporphyrin war, jedoch einen etwas niedrigeren Schmelz- 
punkt besaB. Eine iiberzeugende Depression beim Mischschmelzpunkt 
konnte allerdings nicht beobachtet werden, vermutlich weil beide 
Kristallformen noch Spuren der anderen Komponente enthielten. 
Oximbildung und Diazoessigesterreaktion verliefen, wie beim. Spiro- 
graphis, positiv. Zu weiteren Untersuchungen, insbesondere zur Ana- 


_lyse, reichte jedoch die minimale Menge nicht aus. | 


_ Eine andere, wenn auch ziemlich unwahrscheinliche Erklarung fiir 


das oben beschriebene Verhalten, bildet die Annahme einer sekundiren 


Reaktion zwischen zwei Molekiilen Aldehyd, etwa im Sinne einer 
,,Benzoin- oder Aldolkondensation*‘. Doch wiirde sich eine solche 
héchstwahrscheinlich auch im Spektrum bemerkbar machen. 

In diesem Zusammenhang mu8 noch erwaihnt werden, daB der uns von 


Herrn Professor Warburg iiberlassene analytische Spirographisester ahnliche 


Erscheinungen zeigte. Er wurdé.aus Chloroform (pro analysi' von Schering) 
und Ather (iiber Natriumdraht getrocknet) umkristallisiert, und zeigte alsdann 
schéne gleichmaBige Prismen (Fig. 4). Dampft man die Lésung zur Trockene 
ein, lést wieder in Chloroform und fallt mit Ather wieder aus, so kénnen nach 


einigen Wiederholungen dieser Operation nicht mehr die Prismen erhalten | 


werden, sondern es treten mehr spitz ausgebildete Formen, ahnlich den an 


_anderer Stelle®) (Fig. 4) veréffentlichten auf. Eine Anderung des Spektrums 


tritt dabei nicht ein. Eine Erklarung fiir diese Erscheinung' kann noch nicht 
gegeben werden. Wahrscheinlich handelt es sich um einen Einflu8 der Lésungs- 


mittel. 
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Eine weitere Verbesserung der Methode lieB sich, trotz aller Be- 


miihungen bisher nicht erzielen. Es wurde vergeblich versucht, durch 


Abanderung von Reaktionsbedingungen und -dauer eine bevorzugte 
Entstehung von Spirographisporphyrin zu erzielen. Vermutlich bildet 
sich ein Gleichgewicht zwischen den einzelnen Stufen der Reaktion 
aus, das sich wohl nach der einen oder anderen Seite, der des Ausgangs- 
materials oder der des Endprodukts, verschieben laéBt, einen EinfluB 


auf die Bildung einer der Zwischenstufen jedoch nicht gestattet, solange © 


keine Méglichkeit besteht, dieselbe kontinuierlich aus dem Reaktions- 
-gemisch zu entfernen. 

Das Eisenkomplexsalz, der Spirographishémindimethyl- 
ester, konnte nach anfanglichen MiBerfolgen in gut ausgepriagten, 
wetzsteinférmigen Kristallen erhalten werden (Fig.6). Das Hiamo- 
chromogenspektrum zeigte gegentiber dem des Protohimins die be- 
kannte, charakteristische Rotverschiebung (vgl. Fig. 3). Seine Analyse 


sowie die Darstellung. weiterer Komplexsalze soll einer spaiteren Ar- 


beit vorbehalten bleiben. 

Zur weiteren Charakterisierung wurde das Oxim des Spirogra- 
phisporphyrin-dimethylesters nach dem von Warburg beim analy- 
tischen Produkt angewandten Verfahren*?) dargestellt. Nach Um- 
kristallisieren aus Chloroform-Methanol wurde der Ester in sehr feinen, 
-verfilzten Nadelchen (Fig. 7) erhalten. Das Spektrum zeigte die fir 
Oxime charakteristische Blauverschiebung (Fig. 2). Der Kohlenstoff- 
wert lag leider zu niedrig, Wasserstoff und Stickstoff zeigten jedoch 
gute Ubereinstimmung mit der Theorie. Wie zu erwarten, gelang die 
Uberfiihrung des Oxims in das Nitril®) (S. 141), das durch Rotver- 
schiebung und den verinderten Typ seines Spektrums (vgl. Fig. 2) 
gegentiber dem Oxim gekennzeichnet ist. Somit war auch bei dem 
synthetischen Praparat die Anwesenheit einer Formylgruppe erwiesen. 
Fiir das Vorliegen des Vinylrestes sprach der positive Ausfall der 
Diazoéssigesterreaktion. Bei einem analytischen Praparat war 
seinerzeit bei dieser Reaktion auffallenderweise Rotverschiebung des 
Spektrums*) (8.153) beobachtet worden. In Ubereinstimmung mit 
einem spater erhobenen Befunde?*) konnte jedoch an der vorliegenden 
Substanz trotz Wiederholung des Versuchs unter den gleichen, bei 
obiger Reaktion angegebenen Bedingungen, lediglich die normaler- 
weise bei Anlagerung von Diazoessigester an die Vinylgruppen von 
Porphyrinen auftretende spektrale Blauverschiebung (Fig. 2) fest- 
gestellt werden. Auch dieses, aus synthetischem Material erhaltene 
Diazoessigesteranlagerungsprodukt, lieB sich noch oximieren®) (S. 153), 
was sich durch eine abermalige Blauverschiebung der Banden bemerk- 
bar machte. Damit ist bewiesen, da8 die Formylgruppe noch intakt war. 


Uberhaupt bedarf der Mechanismus dieser Reaktion noch einer eingehen- 
deren Untersuchung. So war bei der Einwirkung von 'Diazoessigester auf Mono- 
formyldeuteroporphyrin ebenfalls Blauverschiebung*) (8S. 13) 


22) O. Warburg u. E. Negelein, Biochem. Z. 244, 240 (1932). 
23) Dissertation H. Bock, ‘Technische Hochschule Miinchen, 1938, 8. 9, 33. 
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achtet worden, obgleich dieses Porphyrin keine Vinylgruppe tragt. Anderer- 
seits erhielt in neuerer Zeit Herr Dipl.-Ing. J. Cord6n?*) bei der Darstellung 
von Protoporphyrin-dimethylester-D. E. E. nach’ Fraktionieren tber Ather 
als Nebenprodukt eine Substanz, die Rotverschiebung gegeniiber dem nee 
gangsmaterial zeigte. 


Wegen der Unzuverlissigkeit der Diazoessigesterreaktion sowie 
gleichzeitig zur Erhairtung der bisherigen, experimentellen und analy- 
tischen Befunde, wurde schlieBlich noch die katalytische Hydrie- 
rung durchgefiihrt, die bereits zur Konstitutionsaufkliarung des Spiro- 
graphisporphyrins®) (S. 154) seinerzeit mit herangezogen worden war. 
Das Hydrierungsprodukt konnte in prachtvollen Nadeln (Fig. 8 und 10) 
erhalten werden und war spektroskopisch identisch mit hydriertem 
Spirographisporphyrin, d.h. es zeigte ein dem Mesoporphyrin sehr 
ahnliches Spektrum, das diesem gegeniiber geringfiigig nach Rot ver- 
schoben war. Zum Beweis, daB die Hydrierung nicht etwa nur bis zum 
Carbinol gefiihrt hatte, wurde auBerdem ein Benzoylierungsver- 
such gemacht, der erwartungsgemaB negativ verlief. Durch Schmelz- 
und Mischschmelzpunkt mit ringsynthetischem Material®5) konnte es 
als 1, 2, 3, 5, 8-Pentamethyl-4-aithylporphin-6, 7-dipropionsadure-dime- 
thylester identifiziert werden. Die Spektren zeigten ebenfalls Uberein- 
stimmung. Mischschmelzpunkt mit dem Isomeren, dem 1, 3, 4, 5, 8- 
Pentamethy]l - 2 - athylporphin - 6,7 - dipropionsaure - dimethylester -ergab 
deutliche Depression. DemgemaB muBte sich also der Formylrest in 
2-Stellung, die Vinylgruppe in 4-Stellung befunden haben. 

Auf Grund der aufgefiihrten Untersuchungsergebnisse kann es 
keinem Zweifel unterliegen, daB die Uberfithrung von Hamin baw. 
Protoporphyrin in das Spirographisporphyrin gelungen ist. Da 
das Hamin seinerseits totalsynthetisch zuginglich ist, liegt somit eine 
weitere Synthese des Spirographisporphyrins vor. AuBerdem besitzt _ 
diese, wie schon erwahnt, besonderes Interesse im Hinblick auf bio- 
logische und entwicklungsgeschichtliche Vorgiinge, da hier zum ersten 
Male eine direkte Uberfiihrung der einen. Blutfarbstoffkomponente in 
die andere auf chemischem Wege durchgefiihrt werden konnte. 

Von den iibrigen Oxydationsprodukten wurden nur drei, die in 
etwas grdéBerer Menge anfielen, einer eingehenderen Untersuchung 
unterzogen. Es handelt sich um Porphyrine, die ebenfalls durch Ein- 
griffe an den Vinylgruppen entstanden waren. : 

3 So konnte beim Chromatographieren in geringer Menge ein Porphyrin 

erhalten werden, dessen Spektrum Atiotyp zeigte und gegen Protoporphyrin 
nach Rot verschoben war (Korper A). Es zeichnete sich durch besonders groBe 
Lichtempfindlichkeit aus. Das Stehenlassen der Chloroformlésung bei Tages- 
licht hatte bereits nach wenigenTagen vollkommene Zerstérung des Farbstoffs 
zur Folge. Nach Einwirkung von Benzoylchlorid auf die pyridinische Lésung 
war auffallenderweise statt der iblichen Rot- starke spektrale Blauverschiebung 
zu beobachten, und das Spektrum, war jetzt identisch mit dem des Protopor- 


phyrins. Die Oximierung verlief negativ.. Eine Carbonylgruppe war demnach 
nicht vorhanden. 


at) Unveroffentlicht. 
25) H. Fischer und E. Jordan, Diese Z. 191, 36 (1930). 
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' Ein weiterer K6rper (Korper B) wird bei der ersten Adsorption der oxy- 
dierten Chloroformlésung i in oberster Schicht festgehalten. In Farbe und Spek- 
trum stimmt er mit Monoformyldeuteroporphyrin tiberein, von dem er sich 
jedoch dadurch unterscheidet, daB er von Aluminiumoxyd sehr stark adsorbiert 
wird und sich nur mit Methanol eluieren 148t. Aus diesem Grunde war auch 
seine Reinigung durch Chromatographie nicht méglich. AuBerdem lat sich 
der Ester bereits mit 2°iger Salzsiure fast quantitativ dem Ather entziehen. 
Bei einem Benzoylierungsversuch war bereits nach einstiindigem Stehen totale 
Zerstérung eingetreten. Bei kirzerer Einwirkungsdauer war keine Anderung 
des Spektrums zu beobachten. Die Oximierung ergab ein Spektrum, das gegen 
Monoformyldeuteroporphyrin-oxim geringfiigig nach Rot verschoben war. 

Mit Essigsiureanhydrid lieB es sich in das Nitril iberfihren. 


Wihrend diese beiden Porphyrine bisher nicht kristallisiert er- 
halten werden konnten, zeichnete sich das dritte, das beim Chromato- 
graphieren in verhaltnismaBig groBer Menge anfallt, nach seiner Ab- 
trennung durch auffallende Schwerléslichkeit aus. Bereits aus Chloro- 
form tritt nach einigem Stehen Kristallisation ein. Das Spektrum zeigt 
den gleichen Typ wie das Spirographisporphyrin, ist jedoch diesem 
gegeniiber stark nach Rot verschoben und sehr verwaschen (vgl. Fig. 2). 
EKinige Schwierigkeiten bereitete es zunachst, eine einheitliche Kristalli- 
sation zu erzielen. Aus Chloroform-Methanol konnten schéne, lange 
SpieBe erhalten werden, zwischen denen jedoch noch quadratische, 
dunklere Aggregate vorhanden waren. 

Bemerkenswert war, daB die Mutterlauge, die einige Tage mit den Kri- 
stallen stehen gelassen worden war, jetzt ein vollig veraindertes, stark nach 
Blau verschobenes Spektrum zeigte, waibrend die Kristalle verstandlicherweise 
noch das urspriingliche Spektrum (Rhodotyp) besaBen, Die gleiche Erscheinung 


tritt auf beim Erwirmen des Porphyrins mit einigen Tropfen konz. Salzsaure, 
nur daB hier lediglich ein Mischspektrum erhalten werden konnte. Bereits 


durch Schitteln mit verdinnter Salzsiure, ebenso dadurch, da8 man die Lésung. 


-zur Trockene einengt und das Methanol restlos absaugt, laBt sich das urspriing- 
liche Spektrum wiederherstellen. Die gleiche Reaktion war schon friiher an 
Formylporphyrinen *) (S. 7) beobachtet und als Acetalbildung aufgeklart worden. 


Die chromatographische Reinigung allein fihrte nicht zum Ziel, 


insbesondere da sich hier eine ahnliche Erscheinung wie beim Spiro- 


graphisester stédrend bemerkbar machte, naimlich, daB die Lésung 
scheinbar einheitlich durch die Saéule lief, das Porphyrin seine Kristall- 
form, besonders gegen SchluB des Chromatogramms, jedoch laufend 
anderte. Fraktionieren iiber Ather war ebenfalls nicht anwendbar, da 
der Ester sowohl als auch das freie Porphyrin nach Erreichen eines ge- 
wissen Reinheitsgrades in Ather fast véllig unléslich sind. Beim Neutral- 


waschen der salzsauren atherischen Lésung tritt momentane und fast 


quantitative Auskristallisation ein. Durch nochmaliges Chromatogra- 
phieren und Umkristallisieren aus Chloroform, dann aus Chloroform- 
Aceton, konnte der Ester schlieBlich in einheitlich kristallisierten, 
prachtvollen SpieBen (Fig. 12) erhalten werden. 


Aus der Chloroformmutterlauge kamen nach Einengen und einigem Stehen 
noch rhombische Plattchen vom gleichen Spektrum heraus. Wird wieder alles 


in Chloroform gelést und mit Aceton versetzt, so erhailt man die eigentiimlichen | 


quadratischen Gebilde, die vorher zwischen den SpieBen beobachtet worden 
waren. 
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Die spektralen Erscheinungen, die enorme Schwerléslichkeit sowie 
die Acetalbildung deuteten bereits darauf hin, daB es sich hier um das 
bis dahin noch nicht in kristallisiertem Zustand erhaltene, jedoch bereits 
friiher bei der Darstellung des Monoformyldeuteroporphyrins als Ne- 
benprodukt beobachtete Diformyldeuteroporphyrin 13) (S. 38, 42) han- 
deln muBte, was durch Oximdarstellung sowie Abwandlung zum Nitril 
bewiesen wurde. Zur weiteren Bestitigung dieser Befunde wurde ein 
Benzoylierungsversuch durchgefihrt, der erwartungsgemaB die 
Abwesenheit von alkoholischen Hydroxylgruppen erwies. 

Das Dioxim ist ebenfalls sehr schwer léslich; aus Chilirotonn 
kristallisiert es in rhombischen Tafelchen (Fig. 13). Sein Spektrum 
zeigt die iibliche Blauverschiebung. Das Spektrum des Nitrils war, 
wie dasjenige des Porphyrins, sehr stark nach Rot verschoben, ein 
Beweis, da es sich um ein Dinitril handeln muBte. 

Die ganze Reaktionsweise des angewandten Oxydationsmittels 


macht an sich schon die Ausbildung von Acetyl- bzw. Carboxylgruppen 


unwahrscheinlich. In letzterem Falle hatte das Porphyrin im tbrigen 
alkaliléslich sein miissen, was nicht zutraf. —- Vielmehr ist anzunehmen, 
daB durch weitergehende Oxydation des Spirographisporphyrins die 
Ausbildung der zweiten Aldehydgruppe erfolgt, indem die andere 
Vinylgruppe ebenfalls in den Formylrest umgewandelt wird. Dem- 
gemaB konnte bei langerer Oxydation in der Hauptsache obiger Korper 
erhalten werden. AuBerdem konnte sein Auftreten auch bei nochmaliger 
Behandlung von mit Os0,-H20, spektrosko- 
pisch nachgewiesen werden. 

Die Analysenwerte des Esters sowie seines Oxims stimmten eben- 
falls am besten auf die Theorie eines Diformyldeuteroporphyrin-dime- 


thylesters. Die Abweichungen sind wohl auf eine nicht ganz gelungene 


Trennung von Beimischungen anderer Oxydationsprodukte zuriick-- 


zufiihren. (Vgl. auch die Schwierigkeiten bei der Erzielung einheitlicher 


Kristallisation.) Das zur weiteren Charakterisierung dargestellte Kup- 
ferkomplexsalz, das auf dem iiblichen Wege in gut kristallisierten 
spitzen Nadeln erhalten wurde, ergab indessen keine besser stimmenden 
Werte. Doch diirfte auf Grund der erhobenen Befunde an der Identitat 
des erhaltenen Kérpers mit Diformyldeuteroporphyrin kein Zweifel 

bestehen. Den endgiiltigen Beweis wiirde die noch durchzufiihrende 
katalytische Hydrierung und der Vergleich des Hydrierungsproduktes 


mit ringsynthetischem Material erbringen. 


Der erhaltene Kérper ist insofern von einigem Interesse, als durch 
Umsetzung mit Malonsiure und anschlieBende Hydrierung der ent- 
standenen Acrylsaure Ubergang in Koproporphyrin III?*) méglich sein 
sollte. Andererseits miiBte man theoretisch durch Anlagerung von 
Blausiure und Verseifung des Cyanhydrins tiber die Glykolsiure zur 
Glyoxylsiure bzw. zur Essigsaéure in 2- und 4-Stellung kommen. 

Die Gewinnung des Diformyldeuteroporphyrin-dimethylesters er-— 


folgt, wie bereits erwahnt, als Nebenprodukt bei der Spirographis- 


26) Vgl. auch H. Fischer und L. Beer, Diese Z. 244, 35 (1936). 
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darstellung. Durch entsprechende Verlingerung der Reaktionsdauer 
kann in der Hauptsache dieses Porphyrin erhalten werden. Eine be- 
quemere Methode, die auch eine: etwas bessere Ausbeute ergab, und. 
weiter unten niher beschrieben ist, verwendet Dioxan als Lésungs- 
mittel. Hierbei ist eine Vorreinigung durch Fraktionieren iiber Ather 


méglich. Man erhjlt so Ausbeuten von etwa 65. 


| Zur weiteren Verbesserung der Darstellungsmethode als auch insbeson- 
dere um einen Vergleichskérper in die Hand zu bekommen, wurde schlieBlich 
noch versucht, obiges Diformylporphyrin auf anderem Wege zu erhalten. Mit 
Hilfe von Chlormethylither-Zinntetrachlorid hatten H. Fischer und H. J. 
Ried1?’) zwei Oxymethylgruppen in das Deuterohémin einfihren und das 
Dioxymethyldeuteroporphyrin in Form seines Atheresters isolieren kénnen. 
Durch Dehydrierung der beiden Oxymethylgruppen sollte es theoretisch még- 
lich sein, ebenfalls zum Diformyldeuteroporphyrin zu gelangen. Die Darstellung 
des freien, unveriitherten Dioxymethyldeuteroporphyrins stie8 jedoch bereits 
auf unerwartete Schwierigkeiten. Das durch Enteisenung mit Ferroacetat- 
Salzsiure aus dem Umsetzungsprodukt von Deuterohimin mit Chlormethyl- 
ather erhaltene Porphyrin lieB sich nur spurenweise in Ather oder Chloroform 
treiben. — Dagegen list es sich spielend nach Zugabe von Methanol und kurzem 
‘Erwarmen~auf dem Wasserbad. Es entsteht hierbei der Atherester, was sich 
durch Anderung des Farbtons und geringe Rotverschiebung des Spektrums 
bemerkbar macht. 

Behandlung obigen unveritherten Produkts mit KMnO, in Pyridin ergab 
keinerlei spektrale Anderung. Nach Oxydation mit N atriumbichromat, die in 
aiuBerst schlechter Ausbeute verlauft, und Fraktionieren tiber Ather, war ein 
mit Monoformyldeuteroporphyrin identisches Spektrum zu beobachten. Nach 
den Angaben von H. Fischer und H. J. Ried! tritt bei Behandlung des Di- 
oxymethyldeuterohimins mit Hisessig einseitige Acetylierung ein. Dement- 
sprechend wurde zunachst Blockierung einer CH,OH-Gruppe durch den Acetyl- 
rest angenommen, wihrend die andere zum Aldehyd oxydiert worden sein sollte, 
wodurch das zu weit im Violett liegende Spektrum zu erkliren wire. 

Um diese Schwierigkeit zu umgehen, wurde daher noch eine Reihe anderer : 
-Versuche angestellt. So wurde die Enteisenung mit 80% iger Schwefelsdure bzw. 
tber das Himochromogen durchgefiihrt. Weiter wurde ein Ansatz mit Brom- 
wasserstoff-Eisessig enteisent und das resultierende Dibrommethyldeuteropor- 
-phyrin versucht, mit Natronlauge umzusetzen bzw. das freie Dioxymethyl- 
deuteroporphyrin iiber den Atherester durch Verseifung mit Bromwasserstoff- 
Hisessig?*) darzustellen. SchlieBlich wurde noch der Versuch unternommen, 
das Dioxymethyldeuterohimin direkt zu oxydieren und erst anschlieBend 
zu enteisenen. 

Jedoch fiihrte keines dieser Verfahren zum Ziel. Abgesehen von dia aiuBerst 
schlechten Ausbeuten und anderen Schwierigkeiten trat die Rotverschiebung 
des Spektrums jedes Mal nur bis in Héhe der Banden des Monoformyldeutero- 
bzw. des Spirographisporphyrins ein, was als Beweis dafiir angesehen werden 
darf, daB die Ausbildung einer zweiten Aldehydgruppe nicht stattgefunden 
hat. Es mu8 daher angenommen werden, da8 entweder das freie Dioxymethyl- . 
deuteroporphyrin nach den angegebenen Methoden nicht erhiltlich ist, oder 
‘aber die Oxydation nicht in dem gewiinschten Sinne verlaiuft, so daB nach den 
bisherigen Erfahrungen eine Covmnang des Dialdehyds auf diesem Wege 


nicht in Frage kommt. 

Ein so kompliziertes Gebilde, wie es das Porphyrinmolekiil dar- 
stellt, bietet einer Oxydation naturgema8 mancherlei Angriffsméglich- 
keiten. Daher war auch, insbesondere unter entsprechenden Bedin- 


27) H. Fischer und H. J. Riedl, Liebigs Ann. 482, 214 (1930). 
28) H. Fischer ung H. J. Riedl, Liebigs Ann. 486, 185 (1931). 
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gungen, das Auftreten von weiteren. Reaktionsprodukten zu erwarten. 


AuBer oxydativen Verainderungen an den Vinylgruppen, die ja durch 
eine besonders groBe Reaktionsfihigkeit ausgezeichnet sind, bestand 
die Méglichkeit des Auftretens von Oxyporphyrinen durch Angriff 
an den Doppelbindungen des Porphinkerns selbst. Derartige Verbin- 
dungen waren auf anderem Wege schon friiher erhalten worden”), 2%) 
und zeichneten sich durch ein Chlorinspektrum, insbesondere durch | 
eine extrem hohe Rotbande aus. Bei langerer Einwirkung von OsO,-H,0, | 
auf Protoporphyrin-dimethylester konnte nun ebenfalls das Auftreten 
einer solchen Bande beobachtet werden. Zur Orientierung wurde darauf- 
hin ein Oxydationsversuch am Mesoporphyrin durchgefiihrt. Auch hier 
trat, nach verhaltnismaBig kurzer Zeit, ein starker Rotstreifen auf. 
Da das Mesoporphyrin keine ungesiattigte Seitenkette besitzt, setzt 
hier die Reaktion sofort am Porphinkern ein. DemgemaB bildet sich 
hier auch nicht, wie beim. Protoporphyrin, hervorgerufen durch die 
vorhergehende Oxydation der Vinylgruppen, zuerst ein Aldehydspek- 
trum, sondern das gesamte Spektrum geht allmahlich unter totaler 
Veranderung seines Typs in ein den Oxyporphyrinen ahnliches tiber. 
Damit ist wahrscheinlich, da8 auch beim Protoporphyrin die Oxyda- 
tion am Porphingeriist. stattgefunden haben muBte, und das Auftreten 
der Rotbande hierauf zuriickzufihren ist. 


Kine Aufspaltung des Porphinkerns ist ebenfalls méglich, ds schlieB- 
lich totale Zerstérung des Farbstoffes eintritt. Aus der schwach gelblich 
gefirbten: Lésung hatten sich bei einem mifgliickten, d.h. zu lange 
oxydierten Ansatz, nach einigen Tagen wenige derbe farblose Nadeln 


ausgeschieden. 


Eine naihere Untersuchung dieser Kérper: wurde im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt, zumal da auch die Ausbeuten 
sehr schlecht zu sein schienen. 

AnschlieBend sei noch eine Oxydationsmethode zur Gewinnung - 
von Spirographisporphyrin angefiihrt, die erst spiter gefunden 
wurde. Dieselbe ist an sich einfacher durchzufiihren, ergibt aber eine 
wesentlich schlechtere Ausbeute. Indessen besitzt sie einige Bedeutung 
insofern, als hierbei in gréBerer Menge ein ,,wasserlésliches“ Par- 
phyrin gewonnen werden kann. Unterwirft man Protoporphyrinester 
in Aceton der Oxydation mit iiberschiissigem Permanganat, so flockt 
der erwihnte Koérper wahrend der Reaktion aus der Lésung aus und 
kann abfiltriert werden. Das Filtrat enthalt verhaltnismaBig reines 
Spirographisporphyrin, das in der unten beschriebenen Weise auf- 
gearbeitet werden kann. Die Flocken sind nahezu unléslich in Chloro- 
form und Pyridin, in Eissesig erst in der Siedehitze und anscheinend 
unter Zerstérung des Porphyrins. Dagegen lésen sie sich glatt in Wasser, 
noch besser in verdiinnter Natronlauge oder waBrigem Pyridin mit 
griinlich-brauner Farbe. Durch Ansauern ]a8t sich das Porphyrin aus 
der wiBrigen Phase in Ather treiben, woraus es sich mit dest. Wasser 
nach Erreichen des Nevtralpunktes wieder ausschiitteln 1a8t. Ein 
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Kontrollversuch. mit doppelt destilliertem Wasser (,,Leitfahigkeits- 
wasser‘‘) erwies, dai diese Erscheinung nicht auf einen etwaigen Alkali- — 
gehalt des destillierten Wassers zuriickzufiihren war. Im Lichtbogen 
zeigte die Lésung Tyndalleffekt. AuBerdem lieB sich der Farbstoff 
durch Zugabe eines Elektrolyten, z. B. Kochsalz, zur Ausflockung 
bringen. Daher mu8 es sich um eine kolloidale Lésung handeln, wie sie 
schon beim Kopro-*®) und in etwas geringerem MaBe auch beim Uro- 

porphyrin®°) beobachtet werden konnte. Das Spektrum zeigt Ahn- 
lichkeit mit dem des Diacetyldeuteroporphyrins, nur ist es diesem 
gegeniiber etwas nach Rot verschoben und sehr viel verwaschener. 
Sowohl die Oxim- als auch die Benzoylierungs-Reaktion ergaben 
deutlich jeweils die entsprechende spektrale Verschiebung. Das Molekiil 
besitzt daher sowohl Keto- als auch Hydroxylgruppen. Eine Isolierung 
in kristallisiertem Zustand gelang trotz Anwendung der Adsorptions- 
analyse und mehrfachem Umfallen bisher nicht. 


Im Zusammenhang mit der Synthese des Spirographisporphyrins 
wurden ferner einige Versuche durchgefiihrt, durch die das Problem 
noch von einer anderen Seite her angegangen werden sollte. AuBer der 
hier nicht zu erérternden Ringsynthese standen dafiir prinzipiell zwei 
weitere Moéglichkeiten offen: Einmal, dai durch Abanderung der 
Resorcinschmelze nur eine der beiden Vinylgruppen des Hamins eli- 
miniert werden kénnte, zum anderen die Einfiihrung nur einer, ent- 
sprechend abwandlungsfahigen Gruppe in das Deuterohimin. In beiden 
Fallen miS8te man dann durch anschlieBende Formylierung zum Spiro- 
graphisporphyrin bzw. seinem Isomeren kommen. : 

In ersterer Richtung unternommete Versuche miBlangen. Zwar konnte 
bei der Einwirkung von Brenzkatechin sowohl auf das Haimin als auch auf 
das Protoporphyrin in guter Ausbeute ein K6rper erhalten werden, der nach 
Enteisenung mit Ferroacetat-Salzsiure spektroskopisch mit dem von H. Fischer 
G. Wecker?) (8. 18) dargestellten Monovinyldeuteroporphyrin identiseh 
war. Auch die Diazoessigesterreaktion verlief positiv, ein Beweis, daB 
noch eine reaktionsfihige Doppelbindung vorhanden war. Jedoch sprach gegen 
eine Identitaét mit Monovinyldeuteroporphyrin sowohl die eigentiimliche Farbe — 
des Porphyrins, ein ausgesprochenes Lachsrot, als auch das Verhalten des 
Eisensalzes. Bei einem Enteisenungsversuch .mit 
der analog der Gewinnung von Protoporphyrin aus Hiamin®°) durchgefihrt 
wurde, trat nimlich das Spektrum des Deuteroporphyrins, also Blauverschiebung 
auf. Es handelt sich daher mit groBer Wahrscheinlichkeit nurum ein Umsetzungs- 
produkt des. Protoporphyrins bzw. Hamins mit dem Brenzkatechin. Da im 
ubrigen der Farbstoff trotz wiederholter Anwendung der Chromatographie 
~ nicht kristallisiert erhalten werden konnte, wurden diese Versuche nicht weiter 
fortgesetzt, sondern der andere Weg beschritten. 

Nach anfanglichen MiBerfolgen konnte in der Tat eine Reaktion 


aufgefunden werden, die es erméglichte, ein Monosubstitutionsprodukt 
des Deuteroporphyrins zu erhalten. Durch Einwirkung von Oxalyl- 
chlorid auf Deuterohaimin bei Gegenwart von Zinntetrachlorid erwar- 


29) H. Fischer, Diese Z. 96, Rov, 169ff. (1915). 
30) H. Fischer, Diese Z. 95, 34 (1915); 96, 148, 309 (1915); 97, 109, 148 
(1916); 98, 14, 78 (1916); vgl. auch H. Fischer u. . Orth, Die Chemie des 


Pyrrols, II/l, 8. 512. 
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h teten wir, eine bzw. zwei Glyoxylsiuregruppen in das Molekiil einfiihren 
| zu kénnen. AuBerdem war auch die folgende Reaktionsméglichkeit in 
Erwagung zu ziehen, iiber die kiirzlich in der ,,Chemie‘‘*) referiert 


wurde: HCI. 


| Durch anschlieBende Verseifung hitte dann die Carbonsiure entstehen 
sollen. 

Uberraschenderweise verlief die Reaktion jedoch ganz anders. 
Zunachst erwies sich eine Umsetzung in Oxalylchlorid allein als un- 
-mdglich,.da Deuterohamin in demselben, auch nach Zugabe von 
Zinntetrachlorid ebenso nach Erwirmen, véllig unldéslich ist. Beim 
Arbeiten in wasserfreiem Dioxan konnte nach Enteisenung und Frak- 
tionieren iiber Ather neben viel Ausgangsmaterial in sehr geringer 
Menge ein Porphyrin erhalten werden, dessen Spektrum, das jedoch 
immer noch Atiotyp zeigte, besonders in den beiden, am weitesten im 
Violett liegenden Banden, nach Rot verschoben war. 


Nach Behandlung mit Hydroxylaminchlorhydrat. und Soda in wieidi: 
nischer Lésung war auffallenderweise spektrale Rotverschiebung zu beobachten. 


Dieselbe Reaktion in Eisessig ergab zunichst wieder geringe 
Mengen des gleichen Kérpers. Nach langerer Einwirkung, insbesondere 
nach Erhitzen der Lésung zum Sieden, trat jedoch scharfe Rotver- 
schiebung und Anderung des spektralen Typs ein. Beim Aufarbeiten 
iiber Ather konnten zwei Fraktionen erhalten werden, von denen die 
eine mit Diacetyl-, die andere mit dem von H. Fischer und G. Wek- 
ker?) (S. 17) dargestellten Monoacetyldeuteroporphyrin im Spek- 
| trum iibereinstimmte. Auffallend war ihre Schwerléslichkeit in un- 
Hi verestertem Zustand. Durch Chromatographierén wurden die beiden 
hes Farbstoffe weiter gereinigt. Der eine kristallisierte alsdann in den, fiir 
| den Diacetyldeuteroporphyrinester charakteristischen Platten, wahrend 
der mit dem Spektrum des Monoacetyldeuteroporphyrins durch die 
Adsorption an Aluminiumoxyd sich ohne Schwierigkeit in zwei Isomere 
zerlegen lie, von denen wiederum das eine in feinen diinnen Nadeln: 
(Fig. 14), das andere in Bauten (Fig. 15) kristallisierte. Die gleichen 
Kristallformen waren an den oben erwahnten, auf anderem Wege dar- 
gestellten beiden isomeren Monoacetyldeuteroporphyrinen beobachtet 
worden. 
Nun hatte zwar der Eintritt von Carboxylgruppen den gleichen 
spektroskopischen Effekt hervorrufen miissen), jedoch ergab die 
-Einwirkung von Hydroxylamin an allen drei Porphyrinen die fiir 
Oxime charakteristische Blauverschiebung des Spektrums. Die An- 
wesenheit von Glyoxylsiuren wurde dadurch sehr unwahrscheinlich, 
| _ daB nach Erhitzen der Porphyrine iiber ihren Schmelzpunkt, ja sogar 
|| nach Erhitzen einer Probe auf der Spatelspitze tiber freier Flamme . 


keine Anderung des Spektrums zu beobachten war. Bei Vorliegen einer 


; 31) 56, 154 (1943): M.S. Kharasch u, Mitarbeiter, J. Amer. chem. soc. 
| 64, 329, 333 (1942). Vgl. auch H. Staudinger, Ber. chem. Ges. 41, 3561 (1908); 


42, 3966 (1909). 
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-Glyoxylsiure dabei Decarboxylierung zum Formylrest zu er- 
warten gewesen. 

Schmelz- und Mischschmelzpunkte mit Diacetyldeuteroporphyrin- 
ester bzw. einem der beiden erwahnten Monoacetyldeuteroporphyrin- 
ester ergaben Ubereinstimmung bzw. keine Depression. Das andere, in 
Nadeln kristallisierende Isomere, ergab jedoch mit dem entsprechenden 
Monoacetyldeuteroporphyrinester anderer Darstellung eine deutliche 
Schmelzpunktsdepression. Das Porphyrin ist wahrscheinlich noch ver- 
unreinigt mit dem anderen Isomeren oder mit Deuteroporphyrin (vgl. 
S.215). Hierauf deutet auch die nicht ganz einheitliche Kristallisation 
hin (vgl.S.215). —- Auch die Analysenregultate lieBen sich nicht mit 
der Theorie eines Glyoxylsiureporphyrins oder dem Eintritt von Car- 
boxylgruppen vereinbaren. Wohl aber stimmten sie am besten auf 
den Eintritt einer bzw. zweier Acetylgruppen. — 

Durch Variieren der Reaktionstemperatur und -dauer kann man 
die bevorzugte Bildung von Mono- oder Di-Substitutionsprodukten er- 
reichen. Bei starkem, langerem Sieden wird in der Hauptsache Di- 
acetyldeuteroporphyrin gebildet. Nach Darstellung gréBerer Material- 
mengen ware eine exaktere Trennung der drei Kérper durch -wieder- _ 
holtes Chromatographieren bzw. Umkristallisieren ohne weiteres még- 
lich. Ebenso lieBe sich nach systematischen Versuchen die Ausbeute 
an Monoacetyldeuteroporphyrin wahrscheinlich noch steigern. Die 
beiden Monoacetylporphyrine wiirden alsdann ein geeignetes Aus- 
gangsmaterial fiir eine weitere Synthese des Spirographisporphyrins 
bzw. seines Isomeren abgeben. Analog wie bei der Haminsynthese miiBte 
die Hydrierung mit alkoholischem Kali**) zum Oxathyldeuteropor- 
phyrin fiihren. Von hier aus ist der Weg zum Spirographisporphyrin 
durch die Synthese von, H. Fischer und G. Wecker?) vorgezeichnet. — 
Die dort aufgetretenen Schwierigkeiten beziiglich der Isomerentrennung 
waren damit behoben. 

Eine einwandfreie Deutung des Reaktionsmechanismus kann noch 
nicht gegeben werden. Offenbar wird die Acetylierung von dem Eis- 
essig iibernommen, da lediglich bei Anwendung: von Eisessig als Lé- 
sungsmittel die Reaktion in dem angegebenen Sinne verliuft. Jedoch. 
kcnnte auch nach lingerem Kochen von Deuterohimin in LEisessig 
nur Ausgangsmaterial Zuriickerhalten werden. Die Anwesenheit von 
Oxalylchlorid bewirkt daher anscheinend Wasserabspaltung, doch muB 
auch das Zinntetrachlorid eine Rolle spielen, da weder durch Zugabe 
von Oxalylchlorid noch von Zinntetrachlorid allein eine Umsetzung er- 
zielt werden konnte. 

Versuche, die beschriebene Reaktion durch Verwendung von Ameisen- 
séiure fir die Einfiihrung von Formylgruppen zu verwenden, fiihrten bisher zu 
keinem Erfolg. Insbesondere tritt beim Erwairmen fast momentane Enteisenung 


ein, wihrend man nach langerer Einwirkung bei Zimmertemperatur in Spuren 
‘ein Porphyrin erhalt, das geringe spektrale Rotverschiebung, jedoch Atiotyp 


zeigt. 
32) H. Wischer und K, Zeile, Liebigs Ann. 468, 112 (1929). 
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Zum SchluB soll noch erwaihnt werden, da8 einige weitere Versuche, 

die ebenfalls die Darstellung von Monosubstitutionsprodukten bzw.die 

Einfiihrung anderer Reste in das Deuterohamin oder die Umwandlung 
der Vinylgruppen des Protoporphyrins bezweckten, entweder zu einem, 
dem Thema der Spirographissynthese ferner liegenden Ergebnis fiihrten 
oder bei dem Schwierigkeiten bei der weiteren Aufarbeitung auftraten. 


Wegen der Vordringlichkeit der Spirographissynthese und der damit 
im naheren Zusammenhang stehenden Arbeiten konnte die eingehendere 


Untersuchung dieser Reaktionen ebenso wie die einiger der oben be- 
schriebenen Kérper nicht. mehr durchgefiihrt werden. 


a 
‘ Versuche 


Darstéllung von Protoporphyrin-dimethylester aus Hamin 


, §g Hamin werden im Achatmérser fein pulverisiert und in 50 ccm Pyridin 
unter Erwirmen auf siedendem Wasserbad méglichst vollstindig gelést. Die 
Lésung wird durch Faltenfilter abdekantiert, der Riickstand zweimal mit je 
10 ccm heiBem Pyridin behandelt und zu dem ubrigen filtriert. Mit 100 ccm 
Methanol werden Kolben und Filter nachgespilt. Nach dem Abkihlen wird 
mit 4ccm Hydrazinhydrat, und, nach gutem Umschwenken, mit weiteren 
100 com Methanol versetzt. Dann werden unter maBiger Kihlung vorsichtig 
300 ccm konz. Salzsiure zugegeben. Vom Hydrazinhydrochlorid wird abfiltriert. 
und das Filter gut mit Methanol gewaschen. 

Die Lésung wird in drei Portionen unter Verdiinnen mit Leitungswasser 
mit 21/,—31 Chloroform ausgeschiittelt, einmal mit 2%iger Salzsaure, fiinfmal 
mit reichlich (ca. je 1 Liter) dest. Wasser gewaschen und mit Diazomethan. 
nachverestert. Mit verdiinnter Salzsiure wird das tberschiissige Diazomethan 
zerstort und neutral gewaschen. Durch Schiitteln mit Kochsalz und Filtrieren 
durch dreifaches F altenfilter wird getrocknet und auf kleines Volumen ein- 
geengt. Nach Zugabe von Ather unter weiterem Einengen kristallisiert der Ester 
nach kurzem Stehen in schénen, langen Nadeln. Mitunter treten auch kurze, 
dicke Kristalle auf. Schmelzpunkt 214—218° (unkorr.) Ausbeute 2—2,5 g. 

Die Mutterlaugen werden gesammelt und aufgehoben. Das Filter mit dem 
Hydrazinhydrochlorid wird mit heiBem Wasser gewaschen, bis sich alles Hydro- 
chlorid gelést hat, getrocknet und der Riickstand ebenfalls aufbewahrt. Auf 
diese Weise sich das nicht umgesetzte Hamin zuriickgewinnen (aus vier 
Ansatzen bis zu 5 g), das am besten gemeinsam mit den Mutterlaugen ebenfalls 
auf Protoester verarbeitet werden kann, der allerdings meist nicht zur Kristalli- 


sation zu -beingen ist. 


on 


‘Darstellung der atherischen H,O,-Lésung*) 


100 g Perhydrol werden im Kutscher-Steudel drei Stunden mit 300 ccm 
Ather extrahiert. Alsdann wird der Ather erneuert und nochmals mit der gleichen 
Menge extrahiert. Die vereinigten Lésungen werden mit entwassertem Natrium- 
sulfat getrocknet. Dann wird abgegossen, nochmals Natriumsulfat zugegeben 
und durch Faltenfilter filtriert. Die Lésung ist monatelang haltbar. 
3 ® Zur Gehaltsbestimmung wurde 1,00 ccm der Lésung mit dest. Wasser 
auf 100 ccm verdiinnt und davon 10 ccm mit n/10 KMn0O, titriert. Es wurden. 
3,2 com n/10.KMn0O, verbraucht, was einem Gehalt von 54. 43 g H,O, pro Liter 


entspricht. 


Darstellung der Os0,-Lésung 


In einer 100 ccm fassenden Stépselflasche werden 1—2 etwa linsengrofe 
Kérnchen Osmiumtetroxyd in 100 ccm abs. Ather gelost. — Es wird wk- 


88) R. Criegee, Liebigs Ann. 522, 94 (1936). é 
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-maBigerweise 6fter die gleiche Flasche beniitzt, um die abgesetzten Osmium- 


rickstande spiter einer Wiederverwertung gufiihren zu kénnen. 


Oxydation von Protoporphyrin-dimethylester mit Os0,- H,0,. 
Spirographisporphyrindimethylester 


Je 500 mg Protoporphyrin-dimethylester werden, eventuell unter Er- 
warmen, in 500 ccm Chloroform gelést, mit 20 ccm OsQ,- und 40 ccm atherischer 
H,O ,-Lésung versetzt und 15—20 Minuten im stark siedenden Wasserbad 
unter RiickfluB erhitzt. 

Die Reaktion mu unbedingt spektroskopisch verfolgt werden. Erst wenn 
das Protospektrum vollkommen verschwunden ist und das charakteristische 
Aldehydspektrum ohne Beimischung der Protobanden erscheint, unterbricht 
man die Oxydation. Man vermeide aber ebenso, zu lange zu erhitzen, da sonst 
die Reaktion zu weit geht, was sich an einer, anfangs kaum merklichen Rot- 
verschiebung der Aldehydbanden bemerkbar macht. Am besten beobachtet 
man den duBersten Rotstreifen des Protoporphyrins. Dieser darf bei Beendigung 


der Reaktion unter dem entsprechenden Rotstreifen des Spirographisporphyrins 
_nur noch eben sichtbar sein. 


Die Reaktionslésungen von gwockmisBigerweise 2—3 Ansitzen werden 
dann in einen Scheidetrichter gegossen und jedesmal sofort vorsichtig 2—3mal 
mit verd. Natronlauge durchgeschiittelt. Darauf wird einmal mit verd. Salz- 
siure gewaschen. Die Trennung der Schichten dauert trotzdem meist einige 
Zeit, eventuell muB man Kochsalz zusetzen oder filtrieren. Nach dem Neutral- 
waschen wird durch Schiitteln mit Kochsalz vorgetrocknet und durch drei- 
faches Faltenfilter filtriert. 

1. Adsorption (vgl. Schema). Die trockene Lésung wird auf 1/, bis auf 
1/, ihres Volumens eingeengt und auf ein 20/10 Chromatographierrohr gegeben, 
das man durch Einschlammen mit Chloroform zu */, mit Aluminiumoxyd (stand. 
nach Brockmann) gefiillt hat. Obenauf deckt man noch ein Filter. Durch 
maBiges Saugen an der Wasserstrahlpumpe wird das Durchlaufen der Lésung 
beschleunigt. Zunachst lauft mit roter Farbe eine Fraktion ab, die in der Haupt- 


- sache aus Spirographisporphyrin besteht. In der Séule bilden sich in der 


Regel drei Schichten: zu oberst eine schmale schwarze Schicht (I), anschlieBend 
eine weniger dunkle, die beim Entwickeln des Chromatogramms, nach unten 
zu allmahlich in eine breite, weit auseinandergezogene, griine Zone (II) iibergeht 
und zu unterst eine rosa Zone (III), die das Spirographis enthalt. Man wiascht 
solange mit frischem Chloroform nach, bis die Spirographisfraktion abgelaufen 
und die griinliche Zone langsam nach unten gewandert ist, was sich auch all- 
mahlich im Spektrum und in der Farbe der Lésung bemerkbar macht. Jetzt 
unterbricht man das Chromatogramm, wechselt die Vorlage und setzt die Elution 
mit Chloroform solange fort, bis eine deutliche Trennung der griinen Zone und 
der anschlieBenden, dunkleren Schicht von der obersten, schwarzen Schicht (I) 
erfolgt ist. Die Farbe der Chloroformlésung zeigt jetzt einen Stich ins Griine; 
in konz. Lésung ist der Ton mehr briaunlich. Das Spektrum ist gegen Spiro- 
graphisporphyrin deutlich nach Rot verschoben, zeigt jedoch ebenfalls Rhodo- 
typ. Die Séule wird alsdann herausgedriickt, die oberste schwarze Schicht (1) 
abgetrennt und beide Teile getrennt mit Chloroform bis zur Erschépfung aus. 
der Hilse extrahiert. Aus Schicht (I) laBt sich auf diese Weise meist noch etwas 
Porphyrin mit einem unsauberen Spirographisspektrum erhalten, aus dem sich 
durch haufiges Chromatographieren noch geringe Mengen Spirographis gewinnen 
lassen. AnschlieBend wird Schicht (I) mit Methanol extrahiert, wodurch der 
oben (8. 6) erwahnte Korper A eluiert wird.. 

Schicht (II) kann mit dem zuletzt aus dem Chromatogramm abgelaufenen 
Chloroform extrahiert werden, welches dann das Diformyldeuteroporphyrin 
enthalt (vgl. unten !). 

‘Die zuerst abgelaufene Lésung, die das Spirographisporphyrin enthilt, 
wird auf kleines Volumen eingeengt und mit Ather versetzt. Es kristallisieren 
alsdann diinne, abgerundete, rhombische, mitunter auch an beiden Enden zu- 
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_ Im oberen Teil der Siiule hat sich jetzt das Spirographisporphyrin als schwarz- 

_blauliche Schicht abgeschieden. Alsdann wird mit Chloroform eluiert. Dabei soll 
man weder Druck anwenden noch saugen, weil das die Entwicklung des Chro- 
matogramms stért. Die Lésung lauft meist einheitlich und ohne Schichtbildung 
durch die Saule und zeigt ein reines Spirographisspektrum. In 10—15 Reagens- 
glasern, die man der Reihe nach aufstellt, werden jedesmal nur 1—3 ccm aufge- 
fangen und nach Einengen und Zugabe von Ather die Kristallform unter dem Mi- 
_ kroskop beobachtet. Man erhalt so zunachst schén ausgebildete Prismen. Bei Fort- 
schreiten des Chromatogramms dndert sich jedoch:von einem gewissen Punkt 
ab die Kristallform und_es entstehen mehr abgerundete Mischformen, zum 
SchluB ovale Plattchen. Ofter erhilt man ganz zuletzt auch noch eine Fraktion, 
die nur schwer zur Kristallisation zu bringen ist. Es entstehen dann sehr kleine 
Nadelchen, die meist facherférmig angeordnet sind. — Die Mischformen sowie 
die ovalen Plattchen werden noch einmal getrennt in der gleichen Weise chro- 
matographiert (3. Adsorption ). Man erhalt so wieder Prismen und die ovalen 
Formen,. Letztere werden in der spater beschriebenen Weise aufgearbeitet. Die 
Prismen werden gemeinsam abfiltriert wieder in Chloroform gelést und erneut 
chromatographiert (4. Adsorption), indem man zunichst wieder mit Ather, 
dann mit Chloroform eluiert. Die Lésung wird nicht mehr fraktioniert auf- 
gefangen, doch ist es zweckmaBig, sich durch Proben mit dem Reagensglas zu 
iiberzeugen, daB die Kristallformen keine groben Abweichungen von der Norm 
mehr zeigen. Die erhaltene Chloroformlésung wird nicht zu stark eingeengt 


und mit soviel Ather versetzt, daB die Kristallisation erst nach kurzem Stehen . 


eintritt. Es wird abfiltriert und zur weiteren Reinigung mehrmals aus der Hilse 
extrahiert und mit Ather versetzt. Die Kristallisation ist jetzt einheitlich und 
der Schmelzpunkt konstant. 

Hat man bei der 1. Adsorption nicht sauber getrennt, so nimmt die Siéule 
bei der 2. Adsorption nach Ablaufen der Spirographisfraktion wieder eine griin- 
liche Farbe an, wihrend oberhalb noch ein dunkler Ring zu beobachten ist. 
Es handelt sich um geringe Mengen Diformyldeuteroporphyrin, die sich durch 
Extraktion aus der Hiilse gewinnen lassen. Ebenso kann man in diesem Falle. 
bei der Elution mit Chloroform vor der Spirographisfraktion oft noch eine geringe 
Vorfraktion abfangen, die in der Hauptsache den Kérper B enthalt. Spektro- 
skopische Kontrolle der Chromatogramme ist auf jeden Fall erforderlich. Die 
anfallenden Spirographismutterlaugen, sowie die beim Chromatographieren 
der iibrigen K6rper erhaltenen, meist verunreinigten Spirographisfraktionen, 
werden von mehreren Ansatzen gesammelt und dann gemeinsam aufgearbeitet. 
Mitunter zeigen die einzelnen Chromatogramme, bedingt durch den nicht immer 
vollig gleichartigen Verlauf der Oxydationen, ein von dem -beschriebenen etwas 
abweichendes Verhalten. Man mu dann das Verfahren entsprechend variieren, 
eventuell 6fter chromatographieren und fraktioniert kristallisieren. _ 

Ausbeute: Aus 1 g Protoester 25—30 mg Spirographisporphyrindimethyl- 
ester (8%). Schéne, schrig abgeschnittene Prismen, die mit den Kristallformen 
des analytischen Priparats Ubereinstimmung zeigen (vgl. Fig. 4 und 5!). F. P. 
268,5°, analytischer Spirographisester (Warburg) 272°. Mischschmelzpunkt 
270°, also keine Depression. Nach Kofler wurden folgende Werte erhalten: 
analytisches Priparat 282—283°, synthetisches Priaparat 280—281°, Misch- 

4,282 mg Subst. (bei 70° i. H. V. getr.): 11,110 mg CO,, 2,404 mg H,O; 
— 2,942 mg Subst.: 0,239 ccm N, (21°, 723mm). . 

C3,Hs,0;N, Ber.: C 70,91 H 6,13 N 9,46 OCH, 10,47 

(592,31) Gef.: 70,76 6,28 8,97 10,74 
_ §pektrum sowie Debye-Scherrer-Aufnahme (vgl. Fig. 1) mit analytischem 
Material identisch. 
Spirographisporphyrin-dimethylester-Oxim 
24mg Spirographisporphyrin-dimethylester werden in 6ccm analysen- 
reinem Pyridin gelést, bis nahe zum Sieden erhitzt, mit 320 mg einer Mischung 
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aus gleichen Teilen Hydroxylaminhydrochlorid und semble Soda versetzt, 
10 Minuten in gelindem Sieden erhalten, hei filtriert, im Vakuum auf 3 ccm 
eingeengt und vorsichtig mit etwa dem gleichen Volumen heiSem Wasser ver- 
setzt. Ls tritt. Kristallisation ein in an beiden Enden zugespitzten, dicken Kri- 
stallen, die meist zu Drusen verwachsen sind. Es wird filtriert, mit reichlich 
Wasser, etwas Methanol und Ather gewaschen. 


Zur Analyse wurde aus der Hiilse mit Chloroform extrahiert und vorsichtig 
mit heiBem Methanol versetzt. Nach kurzem Stehen trat Kristallisation ein 
in sehr kleinen, verfilzten Nadelchen (Fig.7). Ausbeute 16,7 mg. F. P. 248—250°. 

4,576 mg ‘Subst. (bei 80° i. H. V. getr.): 11,405 mg CO,, 2,424 mg H,O; 
— 3 246 mg Subst.: 0,336 ecm N, (24°, 723,5 mm). 

: C,,H3,0;N, Ber.: C 69,16 H 6,14 N 11,52 
(607 33) Gef.: 68 00 5,92 11,33. 
Spektrum mit analytischem Material identisch. 


Spirographisporphyrin- -dimethylester-Nitril 
Etwas Oxim wurde in Essigsdureanhydrid gelést, 5 Minuten gekocht, in 


Ather gegeben und mit Wasser gut gewaschen. Das Spektrum zeigte 


dem urspriinglichen Oximspektrum Rotverschiebung (vgl. Fig. 2. 
Spektrum mit analytischem Material identisch. 


Anlagerung von Diazoessigester an Spirographisporphyrin- Sophos 
thylester 


a) Kinige mg Spirographisester werden in 3 ccm Diazoessigsiuremethyl- 
ester 7 Stunden auf siedendem Wasserbad erwérmt. Dann wird in Ather gegeben 
mit 10%iger Salzsiure in frischen Ather iiberfihrt, diesa Operation nochmals 
wiederholt, mit 5°,iger Salzsiure eine Vorfraktion entnommen und das Haupt- 
produkt mit 8%iger Salzsiure in frischen Ather iberfiihrt. Das Spektrum zeigt 
alsdann gegeniiber Spirographisporphyrin deutliche Blauverschiebung (vgl. 
auch Fig. 2). 

b) Nach den Angaben von H. Fischer und C. von Seemann®*) (8. 153) 
wurde der Versuch wiederholt: 1 mg Spirographisester.wurde in 5 ccm Diazo- 
essigester gelést und 17 Stunden auf siedendem Wasserbad erhitzt. An der 
Farbe der Lésung war bereits zu erkennen, daB bei diesem Versuch ein groBer — 
Teil des Material zerstért worden war. Mit 10% iger Salzsaure lieB sich nur wenig 
Porphyrin in frischen Ather iiberfiihren, weshalb auf eine weitere Fraktionie- 
rung verzichtet wurde. Das Spektrum war nur schwach zu erkennen, zeigte 
aber ebenfalls deutliche Blauverschiebung. Spektrum in Pyridin-Ather: 


I. 636,0; 593,0—574,0; III. 560,0—546,0; IV. 522,0—503,0; E. A.448 
583,5 . 553,0 512,5 | 


Oxim des Didwlinasigentes- -Anlagerungsproduktes des Spirographis- 
porphyrin-dimethylesters 

Kin Teil des Spirographisporphyrin-D. E. E. -Athers wird zur Trockene ein- 
gedampit, der Riickstand mit Pyridin aufgenommen, die Lésung mit Hydroxyl- 
aminhydrochlorid und wasserfreier Soda versetzt und einige Minuten zum 
Sieden erhitzt. Nach Uberfiihren in Ather zeigt das Spektrum gegeniiber dem 
Ausgangsmaterial deutliche Blauverschiebung. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 


I. 633,0; IT. 598,0...582,0—572,5; III. 546,5—532,5; IV. _513,0— 495,5 
576,75 504,0 


448,0; R.d. 1: I, Il, IV, I. 
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Kisenkomplexsalz des Spirographisporphyrin-dimethylesters 
Spirographishamindimethylester | 
_ a) 10mg Spirographisester werden in Eisessig unter Zugabe von einigen 
Tropfen konz. Salzsiure gelést und mit einer kochsalzhaltigen Ferroacetat- 
lésung versetzt. Nach kurzem Stehen kristallisiert das Eisensalz in Stibchen 
-und Biischeln. Diese werden in Chloroform gelist, das auf dem Wasserbad durch 
Methanol verdraingt wird. Nach Zugabe von wenig Eisessig, weiterem Einengen 
und Stehen iiber Nacht tritt Kristallisation cin, in schénen, gleichmaBigen 
wetzsteinférmigen Nadeln (Fig. 6). Die Farbe der verdiinnten Lésung ist, im 
Gegensatz zum Protohimin, griin. Das Haimochromogenspektrum zeigt gegen- 
uber dem des Protohiimins die bekannte Rotverschiebung (vgl. Fig. 3). | 
_b) Einige mg Spirographisester werden trocken in ein Kélbchen gefillt 
und darauf eine kochsalzhaltige Ferro-acetatlésung filtriert.. Es tritt sofortige 


Kristallisation ein. An beiden Enden zugespitzte, dicke Nadeln. Spektrum - 


wie oben, 
Hydrierung des Spirographisporphyrin-dimethylesters zum l, 2,3, 


5, 8-pentamethyl-4 -athylporphin -6,7 -dipropionséuredimethylester, 


30 mg Spirographisester werden in 10 ccm wasserfreier Ameisensaiure 
gelést, mit 20 mg Palladium versetzt und zwei Stunden in der Schiittelente 
hydriert. Dann wird in Ather gegossen, neutral gewaschen und mit 1%iger 
Salzsiure in frischen Ather tberfiithrt. Nach dem Neutralwaschen wird zur 
Trockene eingedampft, mit Chloroform aufgenommen und mit Methanol ver- 
setzt. Der hydrierte Ester kristallisiert alsdann in feinen; langen Nadeln. Aus- 
beute 8,4mg. Umkristallisiert wurde aus Chloroform-Methanol. Gibt man 
vorsichtig nur wenig Methanol zu, so erhalt man nach langerem Stehen pracht- 
volle, bereits mit bloBem Auge erkennbare, lange SpieBe (Fig. 10). Zum Vergleich 
wurden die entsprechenden von H. Fischer und E. Jordan®*5) ringsynthetisch 
dargestellten beiden isomeren Pentamethyl-monoathylporphyrine herangezogen. 

Von H. Fischer und C. von Seemann?) waren seinerzeit mit dem analy- 
bai Spirographisester folgende Schmelz- und Mischschmelzpunkte gefunden 
worden: 

a) mit 1,2, 3, 5, 8-Pentamethyl-4-athylporphin-6, 7-dipropionsaure-dime- 
thylester: hydriertes Spirographisporphyrin 242—243°, ringsynthetisches Pro- 
dukt 252°. Mischschmelzpunkt 246°, also keine Depression, — 

b) mit 1,3, 4, 5, 8-Pentamethyl-2-athylporphin-6, 7-dipropionsiure-dime-. 
thylester: ringsynthetisches Produkt 290°, Mischschmelzpunkt 255°, also De- 
pression auf 255°. | 
.Mit dem vorliegenden synthetischen Praiparat wurden folgende Schmelz- 
punktswerte erhalten: 

mit 1, 2,3, 5, 8-pentamethyl-4-athylporphin-6, 7-dipropionséuredime- 
thylester: hydriertes Spirographisporphyrin 242—244°, ringsynthetisches Pro- 
dukt 249°, Mischschmelzpunkt 244°, also keine Depression, 

b) mit 1,3, 4, 5, 8-Pentamethyl-2-at hylporphin-6, 7-dipropionsiuredime- 
thylester: ringsynthetisches Produkt 286°, Mischschmelzpunkt 250°, also De- 
pression auf 250°. 

Spektren simtlicher Praiparate identisch. Die Kristallform des hydrierten 
Spirographisporphyrins und des entsprechenden synthetischen Praparats zeigen 
Ubereinstimmung (Fig. 8 und 9), wahrend das andere Isomere in deutlich ver- 
schiedenen, breiten, wetzsteinartigen Formen kristallisiert. 


Benzoylierungsversuch an hydriertem Spirographisester 
Etwas hydrierter Spirographisester wird in wasserfreiem Pyridin gelést 


und mit einigen Tropfen Benzoylchlorid versetzt. Dann wird in Ather gegeben — 


und mit- Wasser gewaschen. Zum Vergleich wurde daneben Hamatoporphyrin 


in der gleichen Weise behandelt. Nach rei Stunden zeigte sich‘beim hydrierten 


Spirographis keinerlei spektroskopische Anderung, bei der Probe ‘mit Hamato- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 280 14 
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porphyrin deutliche spektrale Rotverschiebung, Bei iiber Nacht 
trat bei beiden Proben Zerstérung des Porphyrins ein. 


Iso-spirographisporphyrin-dimethylester ( ?) 


Die bei der Gewinnung des Spirographisporphyrins nach der 3. Adsorption 
(vgl. 8. 207) anfallenden ovalen bis runden Plattchen von mehreren Ansatzen 
werden in Chloroform gelést und an Aluminiumoxyd in iblicher Weise chro- 
matographiert. Es kénnen geringe Verunreinigungen und durch fraktioniertes 
Auffangen des Eluats noch etwas in Prismen kristallisierendes Spirographis- 

hyrin entfernt werden. Durch mehrfache Anwendung von ,,fraktionierter“ 
Chromatographie (vgl. 8. 207) und fraktionierter Kristallisation, sowie durch 
anschlieBendes, haufiges Umkristallisieren gelingt es, aus Chloroform-Aceton 
einheitlich aussehende Kristalle (Fig. 11) zu erhalten. Kurze, breite Prismen, 
die an beiden Enden schrig zugespitzt sind. Aus Chloroform-Ather werden 
ihnliche, jedoch nicht so scharf begrenzte Formen erhalten. Schmelzpunkt 
269— 271° ofler), Spirographisporphyrin-dimethylester 283—285° (Kofler)., 
Mischs¢hmelzpunkt 270° (Kofler). Spektrum wie beim Spirographis. 


Diazoessigester- und Oximreaktion 


werden am Iso- spirographis — in analoger Weise wie beim Spirographispor- 
phyrin durchgefihrt und fihren zu den gleichen spektralen Befunden. 


Diformyldeuteroporphyrin-dimethylester 


Die Chloroformlésung, die bei der Aufarbeitung der Oxydationsprodukte, 
durch Extraktion der Adsorptionsschicht II erhalten wurde (vgl. S. 206), wird 
nicht zu stark, da sonst teilweise Kristallisation eintritt, eingeengt und *an 
Aluminiumoxyd, das mit Ather eingeschlammt wurde, chromatographiert. 
Durch Durchsaugen von Ather 1a8t sich meist noch etwas Spirographisporphgrin 
und wenig andere Nebenprodukte entfernen. Nétigenfalls, insbesondere, wenn 
keine einheitliche Kristallisation zu erzielen ist, mu8 diese Operation wieder- 
holt werden. — Das Diformyldeuteroporphyrin, das sich im oberen Teil der Siule 
befindet, und sehr stark vom Aluminiumoxyd festgehalten wird, léBt sich jetzt 
auch mit reinem Chloroform nur schwer eluieren. Die Siule wird heraus- 
genommen und die Adsorptionsschicht mit Chloroform aus der Hilse extrahiert. 
Die erhaltene Lésung wird auf kleines Volumen eingeengt und tuber Nacht 
stehen gelassen. Es tritt alsbald Kristallisation ein in sehr kleinen, kurzen, 
diinnen Stabchen. Diese werden abfiltriert, nochmals in der oben beschriebenen 
Weise chromatographiert und aus Chloroform-Aceton umkristallisiert. Man 
erhalt prachtvolle, einheitlich aussehende SpieBe, vom F. P. 290°. Nach K ofler: 
303— 305°. 

Das Spektrum zeigt die fiir Formylporphyrine typische Anordnung der 
Banden, ist stark nach Rot verschoben und verwaschen (vgl. Fig. 2). 5,544 mg 
Subst. (bei 80°i. H. V. getr.): 13,761 mg CO,, 2,908 mg H,O; — 3,762 mg ‘Subst. : 
0,304 com N, (22°, 723,5 mm); — 2,870 mg Subst. : 0, 50 com n/50 

I. Monoformy]-deuteroporphyrin-dimethylester : 
II. Diformy]-deuteroporphyrin-dimethylester 
I. Cy3H40,N, Ber.: C 69,93 H 6,05 N 9,89 OCH, 10,65 
II. Cy,H,,0g.N, Ber.: C 68,65 H 5,77 N 9,48 OCH, 10,44 
: (594,30) Gef.: 67,70 — 5,87 8,90 11,16 
Spektrum in Pyridin-Ather: 


I. 648,2; II. 603,3—-585,2; III. 567,0—552,0; IV. 536,0—513,5; 


594,25 561,0 24,75 


E. A. 455 0; R. d. I.: IV, II, I, III. (Bei der quantitativen Messung war 
die Reihenfolge der Intensititen: IV, III, II, 1.) 
Spektrum sehr verwaschen. | 
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Diformyl- Dioxim 


18 mg Diformyldeuteroporphyrinester werden in 5 ccm analysenreinem 
Pyridin gelést und auf dem Drahtnetz bis kurz vor dem Sieden erhitzt. Dann 
werden 250 mg einer Mischung aus gleichen Teilen Hydroxylaminhydrochlorid 
und wasserfreier Soda zugegeben und weitere 15 Minuten in gelindem Sieden 
gehalten. Es wird heif filtriert, mit wenig Pyridin nachgewaschen, im Vakuum 
auf ca, 2 ccm eingeengt und hei8 mit etwa der gleichen Menge heiBem Wasser 
versetzt. Es tritt sofortige, fast quantitative Ausflockung ein. Die amorphen | 
Flocken werden abfiltriert, gut mit Wasser, wenig Methanol und Ather gewaschen, 
getrocknet und aus der Hiilse mit etwa 30 ccm analysenreinem Chloroform 
extrahiert. Das Oxim kristallisiert bereits waihrend der Extraktion aus dem 
Chloroform in einheitlichen rhombischen Tafelchen (Fig. 13) vom Schmelz- 
punkt 253—256°. Ausbeute 12,0 mg. ; 

3,085 mg Subst. (bei 80° i. H. V. dete.) 0,362 com N, (23°, 723,5 mm). 

I. Monoformy]- deuteroporphyrin-dimethylester-Monoxim, 

Il. 

I. CygH3,0,N; Ber.: N 12,05 


(581,31) 
II. Cy,H,g0,N, Ber.: N 13,46 
(624,34) Gef.: 12,88. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 655,3—636,5; II. 599,0...587,0—580,0; III. 554,0—537,0; 


645,9 583,5 545,5 
524,5—496,0; E. A. 451,0 R.d. IV, III, I, 
510,25 


Spektrum unscharf. 


Diformyl- -dimethylester-Nitril = Dicyan- 
deuteroporphyrin-dimethylester 


1 mg Oxim werden in einigen cem Essigsiureanhydrid gelést und 5 Minuten 
zum, Sieden ‘erhitzt. Dann wird in Ather gegossen, mit Wasser gewaschen und 
mit 5%iger Salzsiure in frischen Ather itiberfihrt. Es ist alsdann das charak- 
teristische, gegen das Oxim nach Rot verschobene, Nitrilspektrum zu beob- 


achten. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 3 
schwach); IT. 597,0—578,0; TIL 560,0—544,0; IV. 527 508 0; 


587 552,0 617, 5 


E. A, 452,0; R.d.I.: IV, II, II, I. 
Spektrum sehr verwaschen. 


/ 
Benzoylierungsversuch an Diformyl-deuteroporphyrinester | 
_ _Etwas Diformyldeuteroporphyrinester wird in wasserfreiem Pyridin gelést, 
mit Benzoylchlorid versetzt und einige Tage stehen gelassen~ Darauf wird in 
Ather gegeben und mit verd. Natronlauge gewaschen. Ks ist keinerlei Anderung 
des Spektrums eingetreten. Ebensowenig laBt Sich eine solche beim Erwarmen 


beobachten. 


Kupfersalz des Diformyldeuteroporphyrin-dimethylesters 


15,4 mg des Esters werden in wenig Chloroform gelést und hei8 mit einer 
siedenden Lésung von Kupferacetat in Methanol versetzt. Es tritt momentane 
Kristallisation cin in breiten, spitzen Nadeln. Es wird abfiltriert und zur Ent- 
fernung von iiberschiissigem, Kupferacetat mit heiBem Wasser und dann mit 
Methanol Zur wurde zweimal aus der Hilse mit Chloro- 
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‘form extrahiert und mit heiBem Methanol versetzt. Ausbeute 14,9 mg. - Schmelz- 


punkt 283—285°. 
4,897 mg Subst. (bei 70° i. H. V. getr.): 10,967 mg CO,, 1 977 mg H,0; 
0,654 mg CuO. 
I. Kupfersalz des Monoformy!-deuteroporphyrin-dimethylesters. 
II. Kupfersalz des Diformyl-deuteroporphyrin-dimethylesters. 
I, Cs3H3,0,N,Cu Ber.: C 63,07 H 5,14 Cu 10,13 
(627,85) 
II. C,4H3,0,N,Cu Ber.: C 62,21 H 4,92 Cu 9,69 
(655,85) Gef.: 61,10 4, 52 10, 67. 
Spektrum in Pyridin-Ather: © 


I. 610,0—585,0; II. 570,0—543,0; EA. 563,03 R.d. I, I. 


Darstellung von Diformyl-deutero orphyrin- -dimethylester durch 
Oxydation von Protoporphyrin-dimethylester in Dioxan mit 
OsO,-ather. H,0, 


500 mg Protoporphyrinester werden in 100 ccm wasserfreiem Dioxan 
unter Erwirmen gelést, mit 20 ccm ather. OsO,- und 40 ccm ather. H,O,-Lésung 
versetzt und 1—1!/, Stunden unter Riickflu8 im siedenden Wasserbad er- 
wirmt. Das Spektrum zeigt alsdann gegeniiber dem Spirographisspektrum 
deutliche Rotverschiebung. Dann wird in Ather gegossen, mit dest. Wasser 
zwei- bis dreimal, anschlieBend mit verd. Natronlauge bis zur Farblosigkeit 
und dann nochmals mit dest. Wasser neutral gewaschen. Mit 7%iger Salzsdure 
werden wenig Spirographisporphyrin und andere Nebenprodukte entfernt und 
dann das Diformyl-deuteroporphyrin mit 10%iger Salzsaéure in Chloroform tiber- 
fiihrt. Mit wenig Diazomethanather wird nachverestert. Nach Zerstérung des 
iiberschiissigen Diazomethans mit verd. Salzsiure und Neutralwaschen wird in 
iiblicher Weise durch Schiitteln mit Kochsalz und Filtrieren durch dreifaches 
Faltenfilter getrocknet. Die weitere Verarbeitung der Lésung erfolgt nach dem 
8. 210 Verfahren, Ausbeute ca. 6%. 


Oxydation von Himin in alkalischer Lésung mit Sauerstoff 
Kine gute Spatelspitze Himin wird in etwas 2n-Natronlauge gelést und 


unter Erwarmen auf siedendem Wasserbad Sauerstoff eingeleitet. Das Spek- 


trum der alkalischen Lésung zeigt nach einer halben Stunde Rotverschiebung. 
Die Lésung wird mit verd. Salzséure neutralisiert und dadurch das Eisensalz 
zur Ausflockung gebracht, abfiltriert, getrocknet, in Hisessig gelést und mit 

Ferroacetat-Salzsiure enteisent. Dann wird in Ather gegeben und der Eisessig _ 
moglichst herausgewaschen. Das Spektrum zeigt gegeniiber dem des Proto- . 
porphyrins geringe Rotverschiebung: Nach Entnahme einer Vorfraktion mit 

4%iger Salzsiure, die in der Hauptsache aus Ausgangsmaterial besteht, zeigt 
sich weitgehende spektrale Ubereinstimmung mit Spirographisporphyrin. Die 
Reaktion kann durch Zugabe von Kobaltsulfat beschleunigt werden. — Aus- 


beuten: nur spektroskopische Mengen. 
Darstellung von S pirographisporphyrin- -dimethylester sowie Ge- - 


winnung eines ,,wasserléslichen“ Porphyrins durch Oxydation 
von Protoporphyrindimethylester mit KMnO,in Aceton | 


a) Darstellung von Spirographisester als Hauptprodukt: 
100 mg Protoporphyrinester werden in 150ccm Aceton durch Kochen 


unter RiickfluB gelést. Daneben werden 100 mg KMnO, in 25 ccm Aceton gelést, 


Innerhalb einer halben Stunde wird diese Lésung in die auf dem Wasserbad 
im Sieden gehaltene Porphyrinlésung eingetropft. Es zeigt sich ‘jetzt ein Misch- 


-spektrum, Von den geringen angefallenen Flocken wird abfiltriert, in Ather © 


gegossen, mit 5%iger Salzsiure Ausgangsmaterial und mit verd. N atronlauge, 
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wenig Carbonsiure bzw. Unverestertes entfernt. Dann wird -neutral gewaschen, 
getrocknet, zur Trockene abdestilliert und mit Chloroform aufgenommen. 
Nach dreimaligem Chromatographieren, wodurch noch Ausgangsmaterial und 
Nebenprodukte entfernt werden kénnen, kristallisiert der Ester in den fiir Spiro- 


graphisporphyrinester charakteristischen Kristallen. Schmelzpunkt nach Um-’ 


kristallisieren aus Chloroform-Ather: 267—268°. Der Mischschmelzpunkt mit 
synthetischem Material anderer Darstellung vom Schmelzpunkt 269—270° 
268°. Ausbeute 1,3+1,7mg. Spektrum wie beim Spirographispor- 

Gewinnung des_ ,,wasserléslichen“ Porphyrins als Hauptprodukt. 
400 mg Protoporphyrinester werden in 500 ccm Aceton gelést, mit 1,6 g fein- 
_ pulverisiertem KMnO, versetzt und 50 Minuten unter RiickfluB zum Sieden 

-erhitzt. Die reichlich entstandenen Flocken werden abfiltriert und gut mit 


Aceton gewaschen. Ausbeute: 1,3g Flocken (Porphyrin + Braunstein). Im ~ 


Filtrat befindet sich ziemlich sauberes, aber wenig Spirographisporphyrin (aus 
100 mg Protoporphyrinester 0,5 mg Spirographisester), das wie oben aufgear- 


beitet werden kann. | 
Die trockenen Flocken werden fein pulverisiert, mit 100 ccm Pyridin- 
Wasser (1: 1) aus der Hiilse extrahiert und nach Ansaduern mit Salzsaéure, even- 
tuell durch Verdiinnen mit Wasser, in Ather getrieben. Nach Erreichen des 
Neutralpunktes 148t sich der Farbstoff aus diesem mit dest. Wasser wieder 


ausschiitteln. Die waiBrige Lésung zeigt Tyndall-Effekt und 148+ sich durch 


_ Gugabe von Kochsalz zur Ausflockung bririgen. Das Porphyrin ist wasser- und 
alkaliléslich. In Pyridin und Chloroform sind die Flocken dagegen nahezu un- 
léslich. Jedoch lésen sie sich ebenfalls gut in Methanol. Hierbei tritt geringe 
Blauverschiebung des Spektrums ein. Mit Methanol extrahiertes Material laBt 
sich aus Ather mit Wasser nicht mehr ausschiitteln. Die gleiche Erscheinung 
tritt auf nach Veresterung mit Diazomethan, | 
Das Porphyrin konnte bisher nicht in kristallisiertem Zustand erhalten 
werden. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 653,0—633,0; II. 600,0—586,0; III. 562,0—541,0; IV. 527,0—502,0; 
E. A. 457,0; R.d.I.: IV, II, I, I 
Spektrum auBerst verwaschen. 


Oxim 
Wird erhalten durch kurzdauerndes Kochen der pyridinischen Lésung 
mit Hydrazinhydrochlorid und Soda, Es tritt spektrale Blauverschiebung auf. 

Spektrum in Pyridin-Ather: | 
I. 640,0—631,0; II. 595,0—575,0; II. 550,0—531,5; IV. 520,0—495,0; 

BLA. 442.0; BR.d.1.: IV, If, I, I. 
Spektrum sehr verwaschen. 


| Benzoylverbindung 
Eine geringe Menge der oben erhaltenen Flocken wird in wasserfreiem 
Pyridin suspendiert und mit einigen Tropfen Benzoylchlorid versetzt. Es tritt 
Lésung ein. Nach kurzem Stehen wird in Ather gegeben und mit Wasser ge- 
waschen. Es ist starke Rotverschiebung des Spektrums zu beobachten. Spek- 
trum in Pyridin-Ather: 
674,0—642,0; II. 608,0—581,5; III. 564,0—547,0; IV. 532;0—508,0; 


658,0 594,75 655,5 520,0 
A. 463,0; IV, U, I, 
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Brenzkatechinschmelze des Protohimins 


2 g Hiaimin werden in 15g fliissiges Brenzkatechin eingetragen und bei 
160—170° Olbadtemperatur 1/, Stunde turbiniert. Binn wird vorsichtig in 
200 ccm Ather gegossen, abfiltriert, mit Wasser und Ather gewaschen und ge- 
trocknet. Ausbeute 1,8 g. 3 | 

Je 500 mg werden in iiblicher Weise mit Ferro-Acetat-Salzsiure enteisent 
und durch Verdiinnen und Zugabe von kristallisiertem Natriumacetat in zwei 
Portionen_ in drei Lites Ather getrieben. Hierbéi tritt starke Flockenbildung 
auf. Der Ather wird durch vorsichtiges Waschen mit verd. Natronlauge még- 
lichst eisessigfrei gemacht und dann das Porphyrin mit 1%iger Salzsiéure in 
frischen Ather iiberfiihrt. Mit Diazomethan wird verestert und eingeengt. Jedoch 
konnte keine Kristallisation erzielt werden. 

Daher wurde die Lésung vollends zur Trockene, abdestilliert, mit Chloro- — 
form aufgenommen und an Aluminiumoxyd chromatographiert. Mit Ather 
konnte etwas Deuteroporphyrin eluiert werden, das aus Chloroform-Methanol 

richtig kristallisierte und durch sein Spektrum sowie durch Schmelz- und 

ischschmelzpunkt identifiziert werden konnte. Das andere Produkt, das mit 
Chloroform nur langsam eluiert wird, zeigt nach Zugabe von Methanol Triibung. 
Unter dem Mikroskop konnten nur kleine, punktférmige Teilchen beobachtet 
werden. Kristallisation war nicht zu erreichen. Spektrum identisch mit Mono- 
vinyldeuteroporphyrin. Farbe: lachsrot. 

Die Hauptmenge des Umsetzungsprodukts bleibt oben an der Saule hingen 
und 148t sich nur dutch Extrahieren mit Eisessig aus der Hiilse gewinnen. Die 
Lésung wird in Ather gegossen, gewaschen und das Porphyrin mit 4%iger Salz- 
siure in frischen Ather iiberfiihrt. Von obigem Produkt unterscheidet sich das — 
vorliegende Porphyrin auBer durch die héhere Salzsiurezahl durch einen mehr 
braunlichen Farbton. Spektrum mit obigem Produkt identisch. Konnte eben-__ 
falls nicht “zur Kristallisation gebracht werden. | 

Bei der Enteisenung des Produkts der Brenzkatechinschmelze mit Ameisen- 
saure-Eisenpulver entsteht ein Porphyrin mit dem Spektrum des Deutero- 
porphyrins, Unterwirft man Protoporphyrin bzw. dessen Dimethylester der 
Brenzkatechinschmelze, so erhilt man die gleichen Korper. ; 


Anlagerung von Diazoes sige ster 


Etwas von der obigen Substanz mit dem Spektrum des Monovinyldeutero- 
porphyrins wurde in Diazoessigester gelést, drei Stunden auf siedendem Wasser- 
bad erhitzt, in Ather gegeben, der Diazoessigester mit verd. Salzsiure zerstort 
und neutral gewaschen. Das Spektrum zeigt gegeniiber dem Ausgangsmaterial - 
Blauverschiebung. 


Umsetzing von Deuterohimin in Eisessig mit Oxalylchlorid- 

Zinntetrachlorid | 
300 mg Deuterohimin werden durch Kochen unter RiickfluB in, 150 ccm 
Eisessig gelést. Nach dem Abkiihlen gibt man unter Kihlung vorsichtig 10 ccm 
Oxalylchlorid sowie 3ccm Zinntetrachlorid hinza. Nach Stehen iiber Nacht 
zeigt sich bei einer enteisenten Probe ein Mischspektrum von nicht umgesetztem 
Deuteroporphyrin und Monocacetyldeuteroporphyrin. Nun wird noch 5 Mi- 
nuten zum Sieden erhitzt, daneben werden 300 mg Eisenpulver in 30 ccm Eis- 
essig 5—10 Minuten zum Sieden erhitzt, die heiBe Lésung sofort in die Por- 
phyrinlésung filtriert und mit 50 ccm konz. Salzsiure versetzt. Das so ent- 
eisente Produkt wird durch Verdiinnen und Zugabe von festem Natriumacetat 
in 7—81 Ather getrieben. Es wird vorsichtig mit verd. Ammoniak und reich- 
lich dest. Wasser gewaschen, zur mdglichst vollstaéndigen Entfernung des Eis- 
essigs. Dann wird mit 2%iger Salzsiure bis zur Erschépfung extrahiert und 
in Chloroform getrieben. Diese Fraktion stimmt spektroskopisch mit dem von 
H. Fischer und G. Wecker?) (8. 17) auf anderem Wege dargestellten Mono- | 
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acetyldeuteroporphyrin iiberein. — Darauf wird mit 5%iger Salzsiure eine » 
Fraktion entzogen, die spektroskopisch mit Diatetyldeuteroporphyrin iden- 
_tisch ist, und in reichlich Chloroform (etwa 21/, Liter) getrieben. Die anfallenden 
Flocken enthalten neben wenig Verunreinigungen, die unléslich sind, noch einen 
groBen Teil des Porphyrins. Sie werden abfiltriert, in konz. Salzsiure gelést, 
in frisches Chloroform getrieben und mit dem ibrigen vereinigt. Nach vor- 
sichtigem Neutralwaschen werden beide Fraktionen méglichst bald mit Diazo- 
methan verestert, getrocknet und eingeengt. — Nach dem Verestern ist die 


Léslichkeit wesentlich besser. 


‘I. Adsorption der 5%igen Salzsiurefraktion an Aluminiumoxyd 


Die eingeengte Chloroformlésung wird auf eine mit Ather eingeschlammte 
Saule von Aluminiumoxyd gegeben. Es bilden sich zwei Schichten. Mit Ather 
liBt sich neben wenig Zersetzungsprodukten etwas Porphyrin mit dem Spek- 
trum des Monoacetyldeuteroporphyrins eluieren. Man wascht mit Ather nach, 
bis der untere Teil der Saule farblos geworden ist. Dann wird mit Chloroform 
-eluiert. Es bildet sich ein breiter, dunkelroter Ring, der langsam nach unten 
wandert. In der Saule bleiben noch Verunreinigungen hingen. Die erhaltdne 
Chloroformlésung wird eingeengt und mit heiBem Aceton versetzt. Das Por- 
phyrin kristallisiert alsdann in den fiir den Diacetyldeuteroporhpyrinester 
charakteristischen groBen, flimmernden Plattchen. Ausbeute 15,4 mg (5,1%). | 
| Zur Analyse wurde zweimal aus Chloroform-Aceton umkristallisiert. 

Schmelzpunkt 235—236°. Diacetyldeuteroporphyrinester: 231— 232°, Misch- 
schmelzpunkt 233—234°. 

3,482 mg Subst. (bei 80° i. H. V. getr.): 8,780 mg CO,, 1,823 mg H,O. 

I. Deuteroporphyrin-2, 4-dicarbonsaéure-tetramethylester, 

II. Deuteroporphyrin-2, 4-diglyoxylsdure-tetramethylester, 

III. Diacetyl-deuteroporphyrin-dimethylester. 

I. CygHsg0,N, Ber.: C 66,02 H 5,85 OCH, 18,97 


(654,34) 
II. Cy,H5,0,.N, Ber.: C 64,19 H 5,39 OCH, 17,47 
(710,33) | | 
IIL. CygH.0,.N, Ber.: C 69,43 H 6,15 OCH, 9,97 
(622,33) Gef.: 68,77 5,86 10,69. 


Spektrum identisch mit dem von Diacetyl-deuteroporphyrin. « 


II. Adsorption der 2%igen Salzsiurefraktion an Aluminiumoxyd 


Die eingeengte Chloroformlésung wird ebenfalls an mit Ather eingeschlimm- 
tem Aluminiumoxyd adsorbiert. Bei der Elution mit Ather bilden sich allmahlich 
drei Schichten aus: oben eine blauschwarze, darunter eine violette bis hell- 
braune Zone und schlieBlich zuunterst eine schmale, rote Schicht. Diese letztere 
enthalt sehr wenig Deuteroporphyrin und wurde verworfen. Die violette Zone 
_wird durch Ather vollstindig herausgewaschen. Dieses Porphyrin kristallisiert 
aus Ather, ebenso aus Chloroform-Methanol in sehr feinen, langen Nadeln (a). 
Durch Chloroform kann die obere, blauschwarze Schicht eluiert werden. Nach 
Einengen der Chloroformliésung und Zugabe von Methanol tritt Kristallisation 
ein in kleinen, viereckigen, schrag abgeschnittenen Plattchen (b). Beide Kérper 
werden durch nochmaliges Chromatographieren weiter gereinigt. Aus Kérper b 
konnte dabei noch wenig in Nadeln kristallisierende Substanz entfernt werden. 

Kérper b kristallisiert alsdann anscheinend einheitlich in den oben beschriebenen 
-Plattchen (Fig. 15). Bei der anderen Komponente, die in Nadeln (Fig. 14) kristal- 
lisiert, konnten jedoch zwischen den Nadeln noch vereinzelte, mehr plattchen- 
artig ausgebildete Kristalle beobachtet werden, die sich auch durch Umkristal- 
lisieren nicht entfernen lieBen. — Zur Analyse wurden beide Koérper zweimal 
mit Chloroform aus der Hiilse extrahiert und mit Methanol versetzt. Ausbeute: 
9 mg Nadeln (3%), 16,1 mg Plattchen (5,4%). 

a) Schmelzpunkt der Nadeln: 198—200°, 


ae 
j 
* 
i 
; 
> 
— 
> 
| 
ia 
— 
ma 
= 
4 
} 
i 
' 
: 
bes 
— 
} 
— 


316). Hans Fischer und Karl-Otto Deilmann, Bd. 280 (1944) 


Schmelzpunkt der Plittchen: 224— 2260, 
Der Mischschmelzpunkt beider Formen ergibt eine Depression auf 210-2129, 
Der Mischschmelzpunkt der Nadeln mit in Nadeln kristallisiertem Monoacetyl- 
deuteroporphyrinester*) (S.17) vom Schmelzpunkt 223°, ergab Depression 
auf 203 — 204°. Die in Plattchen kristallisierende Komponenté zeigte beim 
Mischschmelzpunkt mit dem entsprechenden Monoacetyl-deuteroporphyrin- 
ester anderer Darstellung keine Depression. Schmelzpunkt des letzteren: 224°, 
-Mischschmelzpunkt 224°. 
. Analyse der Nadeln: 
2,983 mg Subst, (bei 80° i. H. V. getr.): 7,536 mg CO,, 1,655 mg H,0; 
| I. 
III. Monoacetyl-deuteroporphyrin-dimethylester. 
I. CygHygO0,N, Ber.: C 68,39 H 6,09 N 9,40 
(596,31) 
II. C,,Hs,0,N, Ber.: C 67,27 H 5,81 N 8,98, 
(624,32) | 
N, Ber.: C 70,31 H 625 N 
(580,31) Gef.: 68,90 6,21 
Analyse der Plattchen: 
5,214 mg Subst. : (Bei 80°.i. H. V. getr.) 13,351 mg CO,, 2,867 mg H,0; 
5,029 mg Subst.: 0,469 ecm N, (23°, 723,5 mm); 
Gef.: C 69,83 H 6,15 N 10,24. 
Die’ Spektren der beiden Isomeren sind untereinander identisch und stimmen 
ebenfalls mit dem des Monoacetyldeuteroporphyrins iberein. 
Alle drei, durch Umsetzung mit Eisessig-Oxalylchlorid-Zinntetrachlorid 


-erhaltenen Porphyrine wurden nach beendigtem Schmelzpunkt auf 300° erhitzt. 


AuBerdem wurde je eine kleine Probe auf der Spatelspitze iiber freier Flamme 
erhitzt. Es war keinerlei Anderung des Spektrums zu beobachten. _ 


Oxim 
Alle drei Kérper werden mit Wrdroaviainistedroshilonia und Soda in . 
Pyridin behandelt. Es ist jeweils die entsprechende, fir Oxime charakteristische 
Blauverschiebung des Spektrums zu_beobachten. 
identisch mit denen des 
oxims anderer Darstellung. 


Koérper C,,H;,0,N, 

Das Verfahren der Gewinnung ist bereits Liebigs Ann. 545, 26 (1940) von 
uns beschrieben. Die Analyse des schén kristallisierten Korpers hatte folgen- 
des Ergebnis: 

CygHy,0,N, Ber.: C 64,64 H 5,43 OCH, 18,57 
(668,31) Gef.: 64, 99 5,54 18,01. - 
Der Schmelzpunkt liegt bei 186°. : 
Spektrum in Pyridin-Ather: | 
I. 664,5—645,0; 608,0—585,0; III. 572,0— 556,03 IV. 540,0—515,0 


E. A. 468,0; R.d.I.: IV, Ill, I, 1. 
Spektrum 4uBerst verwaschen. 


Oxim .- 
Oximreaktion positiv. Spektrum in P yridin-Ather: 


I. 640,0—630,0; II. 590,0— 570,05 iif. 5500— 535,0; IV. 520,0—495,0 


| 6350. 580,0 
E. A. 457,0; R, d. L: IV, 1, 0, 
Spektrum sehr verwaschen.. 
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Ans uneere 


notwendig, dag. alle eingchenden Mitteilungen i in gut 
_méglichst Maschinen- Schrift, gehalten sind. Nachirigliche Anderungen verursachen 
wesentliche Kosten, die sich naturgemadf auf die Preisgestaltung der Zeitschrift 
auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfaseern berechnet werden 
| sollen. Leicht lesbar abgefafte Sohriftsiitze ermiglichen auch der Schriftleitung 
eine raschere Priifung als und kinnen schneller 
cum gelangen. 
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